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Beschreibui^ der Erfindiing 

Es ist eine Vidzahl tedmokg^sdiBf Prozesse b^annt, bei deaoen Enzyme Wshra nur subopiinial odra: 
gar aicht dngesetzt wden, ob^idi dies von gtoBem okonomkchen wie fikologisdieo Nutzen 
ware. Dazu gehSten zum Beispiel Veifehien, bei denen fcampiesB, biologifiche Festsubstiate 
veiandeit oder umgesetzt weiden, deicn Zasammensetzung sehr hetei^gen ist die v. a. audi schwer 
a])baubare SubstaiBjaa wie lignocellidose raifliattrai und/odw auBere Gienzsdjichten (z. B. vetholzte 
ZeUwSnde, Knticula etc) besitzen, welche Banieieii Sir Enzyme darstellen imd so die 
Bloveifa^baikBit dnsduaokai. FQr eine dOTeldive Bebandhmg dieser Subsbate wStrai ^ezadl auf 
diese Substrate bin opdnuNte EnzymmisclningBn notweodi^ Dies ist bidier nodi nicht ab gezielte 
und goriditele Hefstdbuig durdi entspieciiraide Femientatituieii mdglidu 

Aus da eig^en Anmeldaiig DE VOSOSSSSUa ist ein neues kootiiiiueilidies KidtiviBnuig^veiifiBhien auf 
4ei Basis einer F^stidiasear^AiBaK±tleGliiiik mittels speaetkan Fes^diaseo-Bioiealdor, dnem 
neuaitigen, modnlaten Sdmedc^neakiar, bdcann^ wdclies dadmch gidKsinzeichiiet ist, dass eine 
staMlf . irafwiwrfip- iciiitiir., hgwimigt due NBschkultur Yom VSesBO. in der Weise zur Verfagung ^steMt 
wild, dass diese in dem BioieakiDr mit tmem oder mdueiBn ZSdsnbstcaten dlein oder in alien 
mQ^dira KonifaanatioDeD nut anderen Snbstiaten oder mit diesen all«»o, a isa mmeng pbraciit witd, 
wobei unter 2jel8abstiat(en) sdche veistandra werden, die in einem nadifiilgenden Piozess eiqgeselzt 
w^en und unter Substiaten sdcfae veislanden weiden, die haupts&diiidi zur Ofitiiiuefapg der 
Zellmasse fur eine optimaie quantitative Bozympioduldiondiaien. 

Nachteile der vorliegi^deo Frfindiing ^d die ofinials langen Anwadiszralen der Nfisddadturen anf 
den Zielsubstiaten, ^teubsttat-ZSubsteatmisdiungBn oder Substtaleia iind die erst nach &Bgpsm 
KultivieniDgszeiten eneicbbaien dptimalen Fmymausbeuten. 

Dieser Nachteil des Slandes der Techmk fconnbe iibenBsdiBradM Wdse daduvch fibeiwunden wetden, 
dass in Exweitenmg 2u DE 10328S2.0 eine auf festen oder flfissigen NihtbQdai a^ticite 
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Mischotgjinisnien-VorkiUtur als Imp&iizucht zur Erzeugung einer stabile mikrobiellOT Rultur, 
bevorzugt einer Mischkultar von Pflzen als eigentUcher Hauptkultur vorgeschaltet wird und dicsc in 
der Wcise weitef fortgpiQhrt wird, dass sie in einem Festphasen-Bioreaktor mil einem oder mehieren 
Zielsubstaiten aUein oder in alien mdglichen Kombimtionen mit anderca Substraten oder mit diesen 
allein zusammengpbxadit wird. Die Mischkultuien, die dabei untcr entspiechendem Selektionsdruck 
durdi geedgnete Wahl der Kdtivierangpparameter sowie duich spezifische Induktion duich das oder die 
6ben genanntc{n) Zielsubslrate und/oder Hemmung mit spezleUen Hemmstoffen nach einer gegebenen 
Knlturdauer ein definicrles, auf das oder die 2aelsubstel(e) Mn optimiertes Enzymgemisch und/oder ein 
MetabolitgiBmisch pioduaeren, werden in dem nadtfolgpnden Prozess zum Abbau des oder der 
Zielsubstrate „stej>bei step" oder kDndnuieriich eingesetzt. 



mese eifindungsgeniaBe vorherigp Adaptieruag der v.a, Mzgemische airf spezielleit induktiven 
Vodoilturmedien (fest/fliissig) hat ilbenascbender Weise nicht nur dne erheblidie SteigBning der 
EnzymausbeutB in der (den) Haiipflttiltur(en) znr FolgB, sondem anch wesentlicih verkflrzte 
15 Anwactezeiten auf den Hauptkultunn^en, was auch fur die Nachfolgekultuien mif den Zidsubstraten 
wicfatigist. 

Stand der Tedmik 

hi den letzten Jahrzehmen and v^staikt Anstrengong^ unt^nommen worden, Biomasse dmch 
20 eniyniatisdhen Aufsddtuss zu behandeln (siehe zum Beispiel DE1984S207A1). So existieien hente dne 
Reihe von AnsStzen, bet denen gpxeinigte Enzyme oder Enzymmisdmngen oder aber 
^izymproduzierende mikroMdle Rein- oder Misdikulhiren zur Belumdiung biologisdier Substrate 
eingesetzt werden. Beispiele hieifiir sind <fie Behandhmg von Holzhadcsdmitzeln im Zuge des 
Biopulping, die Behandlui^ von Einjabrespfianzen zor Veibesserung der Bigenschafien als 
^25 Futtermittel oder von Bagasse zur HersteUung von BioalkohoL Jedodi verlaufen alle diese 
Frozesse nach wie vor suboptimal. Der Hauptgrund dafiir ist, dass die veiwendeten 
Enzyrmnischungen, Mikioorg^nismenkulturen oder Mikroorganismen-Misdikulturen nidit in 
optimaler Weise an die ZSelsubsttate angepasst sind (z. B. sind die Organismen imd Enzyme 
nicht optimal an kalte bis sehr kaite Standorte adaptiert und selektiert), was z. B. beim 
30 Biopulping zu sehr langen Behandlimgszeiten der Hacksdmitzel fuhrt mit entsprechend 
einhergehendem grofien Platzbedarf fiir die Mietenfl^dien. 

Viele biotechnologische Piozesse zur Behandluqg von komplexen Substraten (meist 
Pflanzenmaterial aber auch z-B. Tierabfalie aus Tiersdilacht^eien etc) benotigen neben den 
genannten Enzymgemischen (Hydrolasen, Oxidoieduktasen) zum mdglichst weitgehenden Abbau 
35 oflmals zusatzlidi (v. a, Qxidoreduktasen) bestimmte Gofaktoren oder Mediatoieo^ die teilweise 
noch unbekannt sind. Das heifit, dass einzelne Enzyme oder auch Zugaben von Gemisdien zum 
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Prozess nur bedingt Erfolg zeigen, da nur ein Zusaimnenspiel von vorher auf die Zielsubstrate hia 
adaptierten und optimierten Enaymgemischen zusammen mit dicsen zusfitdichen Faktoren eine 
optimale Perfonnance zeigen kdnnen. Dies ist aber bisher ebenfalls nicht in optimaler Weise 
mdglich« 

5 

Atis DE3S39»75A1 sind z. B. ein Veifahren und eine Vomchtung zut kontinuicrlichen 
Herstellnng einer Enzymraischung fur die Behandlung von Biomasse in Biogasanlagen bekannt 
Dabei wird jedoch mit einer reinen KuUur von Aspergillus niger und ohne Induktion dieser 
Kultur durch die fiir die spatere Melhanisierung verwendeten pflanzlichen Substrate gearbeitet. 
10 Deshalb ist nicht zu erwarten, dass die dort gebildete Enyzmmischung optimal an den Biomasse 
verwertenden Prozess angepasst ist 

Optimal an ein komplexes, biologisdies Substrat adaptierte und definierte Enzymgpmisdie und/oder 
Metabolitgemiscbe sind nut erzeugbar duich Seleklionsdruck auf die produzierenden 
15 Mikroorganismen-Populationen (Mischkulturen) und/oder durdi deren Induktion dutch die 
entsprechenden Zielsubstrate. 

Nun ist allgemein bekannt, dass dte Amv^dung eices Selektiousdtucks auf Mischpopulationen von 
Mikrooiganismen dutch Einstellen definierter Umweltparameter im Zug^ dei Kultivierung dieser 
Otganismen in der Regel zu bestinunten Populationsspektten fuhrt. Diese Populationsspektren 
20 sind jedoch ungerichtet tmd zufillig. 

Ebenso ist bekannt, dass durch die Wahl der Kulturbedingungen bestinamte Arten von 
Mikroorganismen angereichert oder Kontaminanten unterdruckt werdeu konnen. 
Bekannt ist au€±i, dass es wahrend des Verlaufe solcber Kulturen in Abhangigkeit von dsax gpwahlten 
SelektionsbediiigMngen, aber audi in AbhSngig^it von der Subslratbeschafienheit und der 
InduktorverfagbarkBit (bei nidit konstitutEv gebildeten Proteinen und Metaboliten) zu zEil&h 
variierenden MetaboUtepekhen kommen kann. Jedoch ^t auch luer» dass diese Metabolit^kHen 
ungerichtet und zuSUig sind. 

Vei&hren der genannten Art werden zS, auf definioten ficsten NahibSden (Ag^latten -> 
Mufcageuesebebandlungpn, genetischB TtansfcHmationen etc.) .^pfwie im Bereich der 
30 Submerskultuitednuk eiugesetzt (fn Form von C3iemostaten oder Tutbidostaten auch kontinuieilich). 
In letzt^m Falle handelt es ^cfa vor aUeni um Kultivieru^gen von Reinkultuien zur Etzielung von 
spezifischeu Stofifwediselleistungen. 
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Bioreaktoren zur kontinuierlichen Umsetzung fester Substrate siad aus verschiedenen 
Anwendungsbeieidien (Lebeosmitteltechnik, Kompostiertedmik osw.) bekannt Beispielsweise 
wird das Fermentationsgut in Kotnpostieranlagen fiber Walzen befordert Soldie Verfahren 



erlauben abcr keine aMpiuchsvoUe Regulation d&r Raltivierung^parameter. Die Verwendung von 
einer oder mehreren Ffirderschnecken in Festphasen-Biorealitoren ist zum Beispiel aus 
DE10041977A1, DE4308920A1 und DE 4208920A1 bekannt Diese Bioreaktoren sind jedoch 
nicht modular ausgelegt und sehen ebenfalls keine Moglichkeit der spateren Zugabe von 
Subslraten und andercn Stoffen z.B, zur Induktion vor. Der in DE 100 29 668 Al genannte 
Bioreaktor ist zwar ein Segmentschneckenforderer. Zum Unterschied zum erfindungsgemaBen 
Reaktor kann dicser nicht die zeitliche Abhangigkeit der quantitativen bzw, qualitadven Produktion 
der Enzymgemisdie als RegelgroBe flir die Reg^lung des laufenden Prozesses selbst aber auch der 
nachgpscljalteten Zielprozjesse nutzen, dJi. dieser besilzt nicht als bevoizxigte erfindui^^maBe 
Eigenschaft Einstellmoglichkeiten und Regetang von pH und Feuchte, ist nicht optional sterilisierbar, 
besitzt insbesondeie auch nicht die Moglichkeit der Zudosage von erflndung3gemaBen Substraten, 
Zielsubstraten, Indokloien, Henunstoffen etc,, bzw, besitzt nicht die Moglichkeiten der Beinspbmg und 
der Bntnahme von bewadisenem enasynihaldg^n Substiat wahiend des Anzuditprozesses und des 
Enzymbildung^lHozesses. 
15 

DetailUerte Besdireibiiiig der Erfindimg 

Die oben beschriebensn Nachteile des Stands d^ Tedirak konnte zum Tefl dutdi das in DE 
1Q3285S2J) bescteiebene eigoi^ angemddete Verbhien sotwie den entqnedieiiden Bioreaktor zur 
20 kontinuieiticfaen DuicbfiihrQng dieses Ver&hiens beboben wcsdea. 

ra?. Haiipfnachteile der In PE lltt28552,ft hBSchrifibenen Eifijtidui^ and die bereils erwa^^ 
langen Anwachszaeiten der MiscUkultuien auf den ZidsubstrateUy Z3elsubstxat-/Substralmtechungm 
Oder Substmten und dfe erst nadi langecen KoltMerungszeitea etradibaien qitinialen 
Enzymausbenten. 

25 Diese Nadxteite des Staitdes Tedmik komiea 1iben:asdiender Weise daduich uberwunden werden, 
dass in Erweit^nmg zu DE 103285S2.0 eine auf festen oder fltissigen NShibOden adaptierte 
Mischoig^nismen-Vcakultur als Imp&nzucht zur Eczeugqng einer stabilen, mikrobicdle Kultur, 
bevoizugl euier Mischkultur von FUzen als eigentlkher Hai4>tkultur voxgescbaltet wird und diese in 
der Weise weiter fiDrtg&fufart wird, dass sie in dem Festbett-Bioreaktor mil einem oder mehraren 
30 Zielsubstraten allein oder in alien mog^cfaen Kombinationm mil andeien Substraten oder mit diesen 
allein zusammengjebiadit wird, wobei unter 2Selsubstrat(en) solcfae veistandea werden, die in einem 
nacMolgpnden Prozess eingesetzt werden und unter Substraten solche veistandea werden, die 
hauptsSdiIiGh zur Opttnuempg der Zelfanasse fur eine opttaoalece quantitative Bni^mprodukdon 
dienen. Die Mischkiiltuien, die dabei unter entsprecfaendem Seldctkmsdrudc dutch ^eigaete WaU der 
35 kuitivieningspaiameter sowie durch spe^fische Induktion diudi das oder die oben g&nannte<n) 
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Zielsubsttate und/oder H^mmung tnit spezicUen HemmslofEBn nach einer gegebenen Rultordauer ein 
definiertes, auf das oder die 21ie]substral(e) hin optiinaieites ^izymgemisch und/oder ein 
Metabolitgcniisdi pxoduzieren, weiden in dem nacMolgenden Ptozess zum Abbau des oder der 
Zielsubstrate ,»step bei step'' oder kontiiuiieriicii eingesetzt 
5 Die festen oder fliissigm Nafarboden zur Eiaeugung von adaptieiten Mischorgamsxnen--Vorkultui:en ate 
Lcnp&nzucht zur E^ugiuDg von stafoilen^ mikrobieUen Kultuten, bevotzug^ Mischkulturen von Pilzen, 
k5nnen zum einen normole Agaiboden sein, die mit Mischkulturen beimpft wenfen und die als 
enlsprechende induktive Substiafe ^genannte ,^ti]xiidie Substrate'', gemahlene Zielsubstrate, 
Zdelsubstrat-ZSubsttatmiscbuiigen oder Substrate oder als sogpnannte „synthetische Substrate'* 
10 Polysaccharide (z,B.Cellulosen, Hemicellulosen, Pdctine), Pioteine, Lipide etc., bzw. deren Gemische, 
bzv^. auch Getnische zmsdien ^aUklidien Substraten'' und ,^ynthetiscliea Substiaten'" enfhalten. 
Zum andeieii kOonen diese auch beliebige Flfissiganzuchi£m wie z.B. Schiittelkolben oder 
FemientBianzucliten» wobei bei Fermeateranzuchten zur Selektion von HocUeistungsstammen auch 
Chemostat- o<ter Turbidostatkultuien eingesetzt werden konnen, oder ,^lid state** (SSF) -Kailturen 
15 sein, die mit Caniem als inertes Bewuchsmedium zB. in Saulenreaktoien atbeiten und die mit dem 
entsprecbendem Substrat oder Snbstiatmischung&n umqpiult werden. 

WeitBdiin konnen adaptierie Misdiorg^nismen-Vodadtucen als ImpFanzudit zur EizeugMog von 
stabilen, mikrobiellen Kultuii^ bevoizugt KfisdUkultoraDi von POzen auch Kultnren sein, die eine 
induktive Votkultur und eine bzw. mehis^ unler Selektionsdmck gefiitane Haupdailtnroi durdilaufen 
20 hd>en. Diese so gewcninen&n tiochseiektiven Impfkulturen konnen dirokt eingesetzt werden oder durcb 
V^iahien wie Einfii^en, Lyophilisation -und Sludidie Teduuken (nacfa Stand der Tecbnik) 
halibatgemacht werdm vnd dannbei Gebiauch eingesetzt weiden. 

Der entspiecfaende Seldctionsdruck minels Variation d^ KuItivierungsparaniBtBr ^ird dabd duich 
g^igpete WaU des FeacOitegehalts (Wasseraiktivitat), des pH-Wertes, der Temperator^ der 
Sauersto^erfu^barkeit, des Redoxpotentials und der NatarstofEzusammensetzung etc. sowie 
durdi spezifisdte Induktion duich das oder die ohexL g»aannle(n) Zielsubstrate imd/oder Henmumg mit 
spezidlen Hemmstoffen eingestellt und aufrecht erhalten. 

Dabei sind spezielle Hemmstofife solcxhe, wie de z.B. bi: ILVogjel; Natiirliche Bnzyminhibitoren, 
30 Georg Thieme Verlag, 1984 und in: H. ZoUner; Handbook of Enacyme bihibitors, VCH, 1989 
beschrieben sind. 

Etn widitigier Bestandteil d^ erfindungsgemaBen Anw^idung ist weiteilsin, dass als PUzfcuituien zur 
Qszeugung von adaptieden Miscborganismen-Voifculturen ate Impfiuizucht zur Eizeugung von statrilen, 
mikibbiellCT Hauptkultuien WeiBfiuleplze eingesetzt werden, die v.a. fur nacbgesdtialtete 
35 m]krobiologis(±e Prozesse wie Abbaureaktknien bzw. Hydrolysefeaktionea, bzw. an diese gekDR)elte 
mikrobiellB UmwandlxmgBn wie . zJB. MethangSrungra, ansoholisdie GSrungen etc Man^u:i* 



Peroxidase (MnP) und Laocase zur Verffigung stelten. Dabei wiid das zur Widamg von MnP nStigp 
H202 entwedcr kontmuiedich in Meiuen Dosagen zugegpben oder in situ ralttels Enzymen wie 
Glukose Oxidase I und H (GOD I imd II), Glyoxal Oxidase, Methanol Oxidase, Galaktose 
Oxidase. Cellubiose Chinon Oxidoreduktase (CBQ) oder CeUubiose Dehydrogenase (CDH) etc. 
generiert. 

Es ist bekamt, dass diese Enzyme in der Lage sind, mit und ohne gleichzratigpm Ugninabban Ugnin 
in eriieblichBm Undang zu demethylieren. 

Der enlstehende Methylalkohol CH3OH wild dabei teilweise zu COz oxidiert und mit dem gpbildeten 
Wasserstoff ^Schzeitig zu Median (CH4) nadi fclgpnder Summengleiclaing teduziert: 
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C3UOH4.H20 -^COs + fiH 
3 CH3OH (31 3 CH4 3 H2O 
4CH3OH -»3CH4+CQ2+2HiO 
15 Da in vielen vjbl landwirlschafflichen RohstofEen und Abfallstoffcn der ligpingphalt telativ hoch ist 
nnd bis zu 20% ItadsengBwidit betogen kann, konnen ethebliche Methaniecouicen erscUossen 
weiden. Ms y«ca««.ifeJrt kfinote duidi die Wiikung der Laccasen und auch der HzOrproduzieienden 
BizyiD^steme der vorhaodene ResisairasloC^faalt weit« mimmiert wenien, was die Garfiihtung 
g0nstig beeiofiussen soUte. 

20 Bd der Hydiolyse oder dem Abbau voo Roh- bzw. Ahfiallstofflen nadigpsdialteten Garongen wie zlR. 
MethaD^ngen, alkobolische Ganmgen etc oder g^rell kSnnte ebenfialls durch den Abbau von 
Ligninsiofien fiber Laccase oder MnP/Mn*/H2D2 -^ysteane die Reduzi^^ vciwertbaieii 
Ah£aUstxj£EBn von ertaebUcbem Nuizen sein. 

Ein vMchdgBr Bestandtdl der eifindnng^emSBen Aawendui^ ist weitediio, dass nach 
erfindungsgemaBer optimal^ Beimpfang der Hauptkulturen die tomtinuiedich ©izeuglen Bizym- 
Substiat-Pilz-Gemisdie oitweder ds sokJie in nadifolgpnden Veifelu«i eiogesetzt werden oder eine 
Abtiennung des Substrat-Pil2-<3eoilsches zur Gewiimuqg eines fliissigpn Enzymooddails erfolgt. Des 
weiteren ist es roQ^ich, die in soldier Weise gewomien flusngen En^nmoisdiungeo einem weileien 
30 Downstieam-Frozessing zu untecddiBn (Aufieinigung duidi Ullrafilteationfiii, 
GhromatogiraphiBverfiiliienetc.). 

Bin wichdger Bestandteil der erfindungsgraa^Ben Anwendung ist weiterhin, dass nach 
eifindung^maJier optimaler Beimpfong der Kauptkultoren die kontinuierlidi etzeugten Enzym- 
Substmt-Pilz-GemisdiB duicb aoitiels andeier Vei£ahien heigestellte Enzyme (audi kSuilidie) in dex 
35 Weise substitui»t weiden, dass diese l^dendewicliligeAktiyitate^ 
^r Zielsubstiate don Brfiw**^"Tigfr£f™''*^ Pjpymspektnim hinzufiigcn. 
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Bbenfalls ist ein wichtiger Bestandteil der &findung mit eifinduogssgemaBer optimaler 
Beimpfung, dass die natiirliche KoniaminationS'Population von bestimmten 
lUelsubstraten/Subslratea ausgenutzt wird, urn daraus gewunschte Keime mit gewdnschten 

S Eigenschaften zu selektieren. Die Zugabe solcher Keime erfolgt zu Begiim der Kultivierung, d.b. 
auch beieits bei den Impfanzuchten oder zuStzlich wahrend der Anzucht Es kdnnen audi diiekt 
zu den ImpfEuizucbten oder zusatzlich M^ahrend der Hanptanzucht Reihkulturen dei Organismen^ 
die auf diesen Zielsubstraten/Siibstraten natiirlicheiweise vorkonunen iind/oder daraus nacb 
Vereinzelung und Beatinunung gezUditet wurden oder solche, die aus Sammlungen stommen 

10 Oder andere Orgamsmefistamme (z-B. Hochleistungsstamme), die in ihrem Enzynispektrmn 
passend sind, zugegeben werden* 

Ein wichtiger Bestandteil der Eifindung ist ferner, dass nach erfindungsgeraaBer optimaler 
Beimpfung das exfindtrngggemaBe Verfehren der Hauptkultur aus einer bis mebreren 

15 Vei&biBDssbjfen bestehCT kann. IMese VeriEsihrensstufen konnea geneiell i^ichzeitig ablaufen, d. 1l es 
wild rait ^eicfazeitig eing^elztra Zadsubstiaten und/oder Substraten Qn Ein- oder Mehrzahl) 
gearbeitet, zi^Stziidie Indukbicen und/oder Hemimstoflfe fc5iinen gjeichzeitig oder sequeuzieU wahiend 
der Kulturdauer zugpgeben werden. Die Verfehiensstufen fcftnnen aber audi zeitlidi hintereicander 
daxdx dm sequeziellen ^nsatz von Zidsutetraten und/oder Substiaten in Eiazahl oder MefarzaM 

20 durchgeffihrt werden. 

Dies wild dmdidic hcmtinuierlidie VerEahrensfSihrung und modulaie Bauweise des in 

• DE 10328552.0 besdmebeneu Bioreaktois, ennSgliditi der fur das vorliegende eifindungsgcmaBe 
Verbhten bcvcMzu^ ist, ond der duidi seme Bauweise eine zusatzlidie Substratzugabe, Zugpbe von 
anderen Induktoren, Hemmstoffen, Zugsbe von Mikrooigamsmenknlturen, Anderung des 
Selektiomdrudcs eta wahrend der Kulturdauer erlaubL 

Das besdnlebene erfindungsgemaBe Verfehien mit erfindungsgemSBer optimaler Beimpfung kann 
genereU mit aUen ahnlichen „solid state*' Reaktoren durdigefiihrt werden, die die zeitUdie 
30 Abhfingigkeit der quantitativen hzw. quaHtativen Pioduktion der Enzynigemisdie als Reg^lgrSSe fiir 
die Regplung des laufenden Piozesses selbst aber audi der nachgpsdialteten Zielprozesse nuizen 
konnen. 

Bei Anzuditen mit mehieren Verfehiensstufen (z. B. l-stufig) wild nach eifindung^gpmaBer optimaler 
35 Beimpfung mit vorinduzierten Vorkultaren (abhangig vom ZSeJ^wozess), wobei diese VoikulUiren 
entweder aus a) Qrgjanismen des nalmiidien Bewndises der zu bean5>fcndett Substrate bestehen 
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kStuiieii vxidfodat b) aus Orgaiustnen, die aus Reixikultuien (auch HoddeKtungsslSnQmie bnw. auch 
Stamme aus SamEalungen) oder aus C^misdiea von a) und b) bestehra kdnnen, in der eisten 
Verfahiensphase eine Misdb-HaupHailtur durdi Wabl geeigpetec Substrate und/oder ZSelsubstiate, 
diuch Etnstellen weitetcr selekfivedr Bedinguqg&n mittels geeigpeter selektivea: EicsteUuxig der 
Wasseraktivitat, des pH-Werts, des RedoETqpotentials, der Tempetabir, der Verfugbarteit von Sauetstoff, 
der Verfiii^barkeit von Induktoien tisw. ec&eug|L ZM dteser eisten Phase des Veifiadnei^ ist es^ einen fiir 
die zweite VerMuensphase geeigqeten Pool (qualitativ und quantitafiv) an miktobiellen Populadonen 
und Eazymspektren ziir Verfiagungg; zu slellen. Die Misdikultur wird in der zweiten Stufe des 
Verfahiens duich Zugiabe eines weitecen Substxates und/oder Zieteob^tes oder mehieien gleidizeitig 
und durch Qoistellen j^gebenenfaUs andeier (als in det erstra Stufe) selektiver BedkgMngpn, d-tt dur<di 
one gee^te WaU der WasscrakliyitSI; des pH*Weits^ des Rcdoxpotentials, der Temperaftir, der 
Veif&gbaiiceft von Saueistofi; der Verfii^iarkfiit von Induktoien usv^. gerichtel in eine stabile imd 
optinialB adapti^ Mischkultur Qbecfiihrt (fine-tuning), die nach einer gegebenen Kultuidauer ein 
eben&Us definiertes Speldram an Boseymsa ond/oder Metaiboliten erzeugt, das an die zur buluktion 
verwendeten Zaelsubstrate pptimal adaptieit ist. 

Durdi die erfindungsg^maBe dmcfa Seiektionsdiudk und Induktion <^tiinieite tapfkidnjrfiairung 
Wiimen eine erhebUch (qualitativ and qumtitativ) verbesserte BMyjnausbeate und verbessates 
Enzymspdrtruni bei erhebBdi vemqgprtmi Zdtbedarf der Knltoeinsteillung und der 
Gesamtkuituidauer eizielt werden. 

Bin wichager Bestandteil der Erfindung ist femer. dass nach erfindungsgemafier optimaler 
Beimpfimg und eifindung^gemaBer selektiver Verfahrcnsfiihrung vor nachgeschalteten Prozessen 
wie spezieUen Gaiungen z.B. Mcthangiinmg etc. die erfindungsgemaB vorinduzieTte 
Mikroorganismenmischungen nicht nur direkt ( z.B. per Schnedcenreaktor) den zu 
hydtoly&ierenden und gleichzeitig zu verggienden Substraten ( z.B- Melhangarungen) zugefiihrt 
werden, sondem zunSchst in einen Vorhydrolysebehalter geleitet werden, um eine 
Vorverzuckerung oder im optimalen FaU eine vollstandige Hydrolyse der Polysaccharide und 
anderer Polymere wic z-B. Proteine und Fette einzuleiten. Die entsprechenden Hydrolysate 
werden dann der eigenUichen Garflihning zugeleitet Dies hat den Vorteil einer besseren 
Dosierbarkeit der benSligten vergaibaren Zucker mit einer entsprechen hdheren 
Prozesssicherheit. 

Ein weiteier wichtigpr Bestandteil der Erfindung ist femer, dass nach erfuidung^gemaBer 
optimaler Beimpfung und erfindungsgemafier selektiven Verfahrensfuhrung vor nachgeschalteten 
Prozessen das vorinduzierte Mikroorganismengemisch in eine weitere solid state 
Verfahrensfuhrung uberfuhrt wird, in der das gesamte ( z.B, spater zu vergarende) Substrat 
selektiv zur Erzeugung von Enzymen genutzt wird und zumindest partiell hydrolisieit wird. Hier 



soli voxzugsweise mit Or^nismenmiscbiuigen, z.B. WeiB&ulqnlzgemischen, geatbeitet werden, 
die nur geringe Zuckeimo^n bei hohen Bnzymbildiuigsraten vetstofiCwecbseln. 
Es ist weiterhin bevorzugt, die Misdipopulationen, die effindungsgemSB ia einem Nebenstrom 
(z.B. Schneckenieaktor) (entsprechend dem exfindungs^emaBen Verfaliren mit 
erfindungsgexnaBer optimaler Beinqpfiiiig luid eifindungsgemaBer selekdven Verfahrensf&hning) 
eizeugt wurden, zusatzlich in die nachfolgenden Ganingen (z.B« Methangaraag) mittels 
Misdbpopulationen anderer M ikroorganismen eiszubringen* 

Ein wicfadger Bestandtei) dex Etfindung ist femer, dass nacfa eifindungsgjeinafier opdmaler 
Beimpfung und erfindun^getnafier selektiver Verfahrecisfubnjng das vorinduzierte 
Mikroorganismengemisch (Bakterien und Piize) in eine weitere solid state Veifahxensffibning 
Qberfulurt wird, in der das gesamte Substrat selektiv zur Erzeugung von Enzymen genutzt wird 
und zumindest partiell z.B, zu Kompostieningszwecken hydiolysiert bzw. umgewandett wird. 
Eine weitere bevoizugte Applikatioc ist dabei insbesondere der Abbau von Xenobiotika« 

Wie in der eigjenen Anineidui« DE 10328S52.0 beampiudit^ soil avch das voilie^nde 
ezfindungjsgemaBe Vet&hien auf aUe tecbnoiogisdiim Pzozesse angewendet werden, bei denen 
biologische Substrate verandeit oder umgesetzt wenden und eine Behandlung dieser Subsliale duixdi 
Enzyma entweder Gegeietand der Frozesse sdbst is^ oder aber als Vox- oder Zusat^bandlunggenutzt 
werdenkann. 

Dies gQt insbesondere fiir Prozesse aus: 

1) d^tolzvcirarbdtendenladudiiewiederP^^^ 

2) cferTextilindu^rie, 

3) dexLederindustrie^ 

4) dertiQvexaifaehendenlhdustrie^ 

5) der Wasdunittelindustc^ 

6) dex FUtterindistde, 

7) dexLebensmitlelittdustxie, 

8) £BrPiQzesseinderAbwasser-,Abltiit-undBodente]nigung, 

9) indarReststoffverarbeitungund 

10) fiir Ftozesse, die zur Veraxbeitung nadiwachsender Rohstoffie eingesetzfc werden, 

Obex die oben gpnannten Anwendungsmdglichkeiten liinausgehend konnte iibenaschenderweise 
gpiunden werden, dass das eifindungsgemaSe Verfiahren zur weiteicn eibebttcben Steigprung der 
Vexfiagbariceit hzw. zum AufeAhiss von durch noimale chemisdie Veifehien nidht weiter Ausbeute- 
qptindeibaren (quanlitativ bzw. quaUtadv) Stoffen dienen kann, Bevoizugt bandelt es sich urn schwer 
zugilngliche Restsinffe wie Resteucker (Polymere, Oligomeie etc), Proteine, Feltse und andexe 
Folymeie oder geneieU teotogSsch etxtrahieibarc, abbaubaxe bzw. modifizieAaie Stoffe, was eine 
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erhebliche Wextsch5p£uiigsst6ig^iig des gesamten meist vorgesdxaltetBix in der Regpl chemiscbra 
Proz)ess»beixihaltet. 

Solche erfindung^^aB optinuerten Prozesse sind zJ3. die mittels des erfindm^sg^naBra Systems 
duidigpfiilirteii Nadiextraktiomn von cfamisch vorsstraMeiteii Stofifen wie Zucki^bensdmitzd, 
Zockenofar, Getieide und andeieopflanziicteD iind tienscliBn Rohstoffen odei AUEaUstoffea 
Hauptsachlidies Ziel des Rinsatzes des erfijidiniigsgBin&Beii VeiMieiK z J3, bei der Behandlimg von 
Zucterrilben ist die Ausbeutesteigening von gewinnbaien Zxidcem diirdi >veitere eozyxnatisdie 
BTdraktion undtoder en^matiscfae Hydrolyse aus den Reststofifen der diemisdbien Extraktion vrie 
beieits ausg&laugien Sdmitseln, dJi. insbesondeie die Freisetzang nnd eventueUe Hydrolyse von in den 
Gewebeteil^ der Schnitzel (dietnisch scibwierig gewinnbar) verbliebenen SUidceraoteilen. Diese -in 
diesem Fall- Zncker kdnnen dann in weiteien Frozessen g&ieinigt, aufgetiennt, veiedelt in andeie 
StofiEe umgewandelt oder in andere Qaeigietragpr umgesetzt werd^ 

Des weiteien kann das (atfindung^gemfiSe Veifidnen (gpoeiell cdei ffir diesCT spezieUen 
Anweiiduqgs£dl) audi Teil einer bestinuntm Bdiandlungslicie sein, d.tiu es kann zB. eine diemisdie 
und/oder enzymatiscte und/oder nufcxdbiaUe Bebandlung voigesd^Ifet und ein weiterer diemiscfaer 
iind/bder enzymatisdier tmd/oder nukrobiBlIer Prazess nachgesdialtet sein, wbbd unter mOaobidlen 
Prozesseai soldie veistanden werden, die mit wadisenden MUoooiganismen (v.a. Bakterien und/oder 
Pilzen) axbeiten vrie Ganingpn (alkoholtedie GSnu^en, Methanggrungen) oder generell 
StofiEumwandltmg^prQsa^sse. 

AnimHiungen: 

Tcxtflindusuie, holzveiaibCTtenden Indnsbie (Pai»er-, Zellstofif- imd Holzboard- Industrie* Biopulping), 
WasdmitteBndnstrie^ Lederindustrie, tiervCTaAeitendea Industrie, Futterindustriej 
Ld^ensmittelindustrie; 

Bei diesen Anwenduiigen sollen die erfindungsgpmaBen Enzynunischungen, iierg^teUt nach 
eifindungsgenaaBcr optimaler Beimpfung und erfindungggemaBer seleJctiver Verfabrensfuhning, 
vcHSug^eise zisn Abbau , der Umwandlung oder der Modifizierung der cntsprechenden Substrate 
eingpsetzt wenfcn, dJL Enzymcodctails zur Verfugung gestdlt werden, die 23. im Gegpnsate zu 
kauflichen Enaqroen moglichst alle zum Abbau, d^ Umv^andlung oder Modifizierung der jeweiligpn 
Substrate notigen Enzyme und eventtiell Cofaktoren besitzen, um diese gsnannten Substatanderungen 
in optimaler Weise dmchfiihren zu kdnnen. 

Aniraidiuigen: 

Prozesse in der Abwasser-, Abluft- und Bodenreinignng, der Reststotfveraibeilung und Piozesse, die 
zur Veiaibeitnng nachwachsender Rofastofib eingesetzt werden. 
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Hier soUen bevcnzugt die hexgBsteateii erfindungsgemaflcn Bnzymmischungen, erzeugt nach 
erfmdungsgemaBer optimaler Beimpfung und eifindungsgemaSer selektiver Verfahrensftihrong, 
ebenfedls zum Abbau , der Umwandlung oder der Modifizierung der entsprechendea Substrate 
cingpsetzl weideai, ZusatzUch soUen bei der Abwassemsimgung die zu reinigpnden Abwasser als 
faduktoisubstrate eingpsetzt weiden, was an jeder Stdle der Induktionskaskade geschelien kann, urn die 
optimal adaptierten Otganismen- und Enzymmixe zii erhalten. Bei der AWuftreinigung soUen die 
lelevanten belastenden Case der Saueistoff-Beluftung als ioduktiver Teilstiom zugpfflhit werden und 
bd dea: Bodenreidigjmg die belastBten Boden ebenfalls als Induklionssubstrat dienen. 
Bei der Veraibeitang nadwachsender Rphstpffe sollen - wie oben erwahnt- die hetgesteUten 
eifindujigsgiemaBeii Enzynunisclningieii, eizeugt nach erfindungsgemaBer optimaler Beimpfung und 
eifindungsgemaOer selekdvei Verfahrensfiihrung, z3. als Hydrolysekatalysator bevoizugt vor 
ProssBSsen wie Biogaseraeugung, Bioathanolerzeugung, Kompostiening hergestBllt werden 
(PtoduktionsstufB) und entweder vor (Hydrolysestafe/ z.B. BkjathanofeizBuguiig, Biogaseraeugpng, 
Kooqjostiening) ixad/odet wShrend (tieser Veifahn»isstufen zm Wirknog gebiadbt werden. 

Nebeo dem bevoraigten in DE 1032SSS24> beschriebenen Bioreaktor, der zur kontiDuiedichen 
Duidbfuhrang des daigesiellten dfindungsgemaBen Verfehiei» besonders geeignet isL, soUen 
prinzqndi andeie Fteststaffljioieaktoien zur Feslphasen-Riiltiviening vooa Mikrooigpnismen zum 
Hnsaiz kommen wie die, die in den eigenen Anmddungen PCT WO 01/19954, WO 02/100999 A2, 
PCT/EP03/01663 genaiuit and odrar gemrasD Sdmeckenreaktoren, Trommelreaktoren, 
TYimuesddoren, Rieselfikmeaktoren etc gegetoenenMs moiSfiziert oder in Form einCT Kaskade. 
ppyvKteis bevorzugt smd Reaktoien nadi dem Prinzip der StetigE&ideier, flexiblen Schneck«i, 
EndlosschnBCteD, dfe nK* d«n Prinzip d« ScbeckeivfBrderung, DracfcsdmeckEnfordenii^ 
Sdmeckea)f5rdBmng nadi dem Prinzip dnes Feststoff-Ablfflreaktors etc. oder Fdrderbandfdrdenmg 
fimirfiftnigiien, einzehi Oder bevoizugt in Kaskadenfomi. Dabei karni das beschiiebene 
rafindung$g»nSQe Vei&hi»i mit erfindungsgemaBer optimaler Beimpfung ^neiell mil alien solid 
state Reaktoren duixiigeftthrt werden, die die zdOidhe Abhangigkeit der quantitativen bzw, 
qualitativen Piodaktion der Enzymgraniscfae als RegelgriiBe £Qr die Regplung des laufenden Prozesses 
selbst abet aucb dsx ladigBSchalleten Zi^nozsesse nuizen kbnnen, d.lu die als bevorzugte 
erfinduqgsgemaBe Eigeoscbafi^ ^n»ell sterillsi»bar sein kSnnen, beluftt)ar sem soUten, uber 
Finst ^iimft ^iAkeHBn (Eiifildbi]i& Ri^Bhmg) von pH, Feudite und Temperatuc verfagen soUtra und 
insbesondeie die MSglidikeit der Zudosage von erfindungsgemaBen Substraten, Zaelsubstiat^ 
Indukfoien, HenimstoffiEaa etc. und Mo^khkdten d» Beimpfiu^ und d» Rntnahme von bewadiseoem 
wroymMtigpn SobstraLbeatzen sollten. 

Dabei ist die Kaskadenfoim deswegen besonders bevorzugt, um die zeitlidhe Ablrangigkeil der 
Fft)duktion ifer Enzymgemisciie za deren Optimieiung im Hinblidc auf den Abbau des Zielsntetrats 
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bz9^. der Zidsubstxate ^idtan uad sequenziell bin zu cutzssn, d II es wild mdglich, einea oder 
mebrere. dem EQ2^bildung|5piQzess nacfagpscbaltete Piazesse not entspiediend optioaieitM 
Enzyincodcfails simuLtan oder sequenzoeU zu veisoigien. Bbeiiso wtrd es moglich Zeitunteischiede 
wahiend Pioduktion auszugteicfaen, iadem man die Kaskade als JSndlossicMeikf* nutzt und 
5 mehiere Kaskadea parallel sdialtet 

Neben alleii md^chen kontmiu^lidben vnd fed-batcfa Vvxasssesx sind Baicfaprozesse in den genannten 
Reaktoren oder Verfiahxen entweder per se oder bei Piozessen, bei denen Batdhprozesse altemiexend zu 
lomtiniiieilichen Piozessen und/ oder fed - batch Fixxzessen eingesetzt werd^ eb^iso bevoczugt 
10 Der Bau imd die Funktion und der entsprechende B^eb des bevorzugten Sdmeckenieaktois bzvv. der 
Scbnec^nieaktor-Kaskade ist in DE 1(1328552^0 detaillieit besduieben, dne Reaktoibesdbiteibung 
licfertAbbl. 

Beispiel I: 

15 Kontinuierliche Produktioii spezifischer Hydrolasegemische mit induktiY 
optimicrter Vorkultur zur Yerzuckening yoii ausgelaugten Zuckerrabcn- 
schnitaceln 

Die vorliegende Erfuadimg wild durdi folgendes Anwendungsbei^iel nSher beschrieben; die 
20 ^findung ist aber nicfhl auf dieses Beispiel besduankt. 

Na<^waclisende Rohstc^e enthalten in der Regel signifiUcante Mengen scliwer abbaubarer 
Biopolymere wie Lignocellulose, Cellulose, Hemicellulosen P^ylan), Pektin, Cutin etc« Diese 
mengenmaBig bedeutsamen Biopolymere, die den Hauptbestandteil oder 2.B. fttr Zuckermben- 
25 hzw. Z^ckenohrab^le einen wichtigen Anteil bilden und in der Laudwirtschaft in grofien 
Mengen anfallen, konnen bislang nichl oder nur suboptimal genutzt werden. Zudem ist ihr 
Einsatz als Futtermittel zum Teil durch giesetzliche Veiordnungen begtenzt. 

Beisiriel 1: Zwdphasenkultur zur Brzragiing Yon Hydralasegniiischeii fBr eineo nadifotg^den 
30 cm^yinatischai ExtraktionsproMss fBr ansgelangte Znckenriih^s^iiiif ly^^^i 

VerfahrensgpnaSB werden in einer 2-Fhasenanzucbt mit vorgeschalteter induktiver Vorkultur zur 
Herstellung der Vorkultuien gemaiilene (Retsch Zentrifug^lmuhle: ca. 250 |i Siebmascbenweite) 
Pressrubenschnitzeln/Rapssdirot zu je 2% in 2%ige Ag^uspension + 0S% Yeast EKtract (w/v) 
35 gpgeben und nach Antoldavieien in Petrischalen gegossen ( ca. 30 ml pro Petrischale/ 9cm 
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Duichtnesser). Nach Eikalten uiid ca. 3tagigem Trocknen bei Raumtempeiatur wcrden die 
VoikultuniaKrbodeii mit PemciUiam cbrysogenum, EuroUum amstelodami, AspeigiUus Jiiger, 
Aspeigaius tabiiigiensis und Neurospom spec beimpft. Dazu wird aus je einer bewacbsenen Agaikultur 
des jewefligen Klzes mitiels Koikbohier dn rundes Inokulumstiick ausgpstochen und in ein vodier 
ausgBStanztes Lodi der Imp^latte gpgsben. Die induktivc Vorladtutphase bei ca. pH 5-6 und einer 
Temperatur von ca. 30 °C dauert ca. 4-6 Tagp- Abhangig von der Mengp der zu beimpfenden Phase-l- 
Kultur wild der Inhalt von Voikultuiplatten in einem Schlagwerk ( zJB.Waring Blender) zetkleinert und 
in das Ziebubstrat 1 ( PressrObensdmilzBl) gemischt nnd unter geeigneten Kulturparametem in dem 
genanntea bevorzuglen Schneckemeaktor selektiv eine Mischkultur zur Produktion der 
gewunschten hydrolytischen Enzyme etzeugt (Gesamtfeuchtegehalt: 50%. pH 5-6, ca. 30 "C ). In 
der zwelten Verfahrensstufc wird durch Zugabe des Zielsubstrats 2 (ausgelaugte und zerkleinerte 
ZuckerrabensdmilzBl) selektiv und gezielt eine weiter konditionierte und oplimietie Mischkultur 
eizeugt mit einem dem ZielsubsUat Zuckenubenschnitzel angepassten Spektnun hydiolytischer 
En2yme (Gesamt&uditegBbalt: 40%, pH 5-6, ca.30 

Das gesamte, enzymhalligB FermentaUonsgut wird dem zu vetzuckemden Substrat: ansgelaagte 
Znckenfibenschnitzel kontinoiBiUcli zugeeeben -» Verzuckenmgsstufe ( pH 5-6. ca. 30 "C). Die 
aktiven Enzyme schlieflen wahtend der Veiznckerungsstufe, die unter Luftabschluss stattfindet, 
um ein WeiJerwachsen der Pilze mit ungpwiinschter Verslio»vechslung der Zucker za 
v^ndem, die pflanzlicli^ Rest-Folyinefe auf . 

Mit dem erfindungsgemSB eizeugiten Eozymoodctail mit indiOdiv optimierter Vcokultur konnte im 
Laborvwsuch die Gesamt-ZucioMau^ieute um 10% im Vogleidi zum Epzymgemisdi, eazeugt ohne 
tnduktiv optimiBite Vodcolatr, gpsteigert weiden. 
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Patentanspriiche 



dass eine auf feste odcc fiflssige optimal induktive Nahtbfiden adaptierte Mischorganismen-Vorkultur 
aLs topfenzocht zas Eraeugung eaaet staibaen Mischikdtor von Pilzen, der eigenttichen Haniptkultur, 
voigBschattet wild «iid dass die Hauptki^ in der Weise weiter foitgpffihrt wiid, dass diese in einem 
Festjdiasen-Bioreaktor mit ©inem oder mriueien Zidsubstraten aUein oder in alien mogjichen 
KombinatioDen mit andefen Substiaten oder mU diesen Siibstiaten allein zusammengpbracht wird 
und dass die Mischkultur dabd unter entspiediBndem Selektionsdnwk duich geagnetB Wahl der 
Kaillivieiungsparameter scwie durch spezifisdae liiduldion duich das oder die Zielsubstrate und/oder 
Heimnuiig mit spezieUen HBiiimsloffen gebalien wild und nadi einer gpgpbeoen Kulturdauer ein 
definiertes» auf das oder dfc Zielsubstrat(e) bin optimfertes Enzymgpmisdi und/oder ein 
MetaboUtengemisGfa piodua^ wddies zur VazuGkraung v(m alien moglidien natiiilichen 
Polysaccarid- Substraten hzw. zam Abbau von pflangiichtm, tietisdien oder inikEObiellen Pdym^DBn 
dngpsetztwiid. 

2) Neuartige Anzucht nach Anqirach 1, daduidi gpkemizeiduiet, dass die auf fieste oder flOssigp 
i3p6aal indbktive Nahibfidai adtqiQefte MiscAJMgpniaaiBnA^oikalturHi ate ImpEanzucht ziar Bczeugung 
dnra- slabilen MiscUadtni von Pflzeo anf namalen Agpatoaden odw ,;soIid state" (SSF) -Kultoien wie 
Sauiemeakl^n ttdt ineiten Catriem sds Bewuchsmedhun oder in befiebigwi FKissiganzoditen wb 
Schfittellenlben oda: FermeatBianzMdhlgn dttfcbpiefflhrt werden. 



3) Neuait^ Aozodil nadi An^)rnch 1, dadnidi gekennzeidluiet, dass die adqptieitBn 
MiadiorganKnien-VQriailtiaen aAs Imp&nzudit zur Ecseugaqg einer staibi]^ Misdhlailtnr von Pilzen 
audi Koltuira and, die ctib indotdive Vorioilturunddnebzw. mdueie nntat SddstioiBdruck g^ihrte 
HauptlcaUuren durchlaufen haben. 

4) Neuartige Anzudit nadi An^mdi 1, daduicfa gekennzdcbnet, dass die ad^derten 
Mischoiganismra-Voikultuiini als Impfonzudit zui EizeugUAg enter slabilea MSsddadtur voo. Pilzen 
audb Kultuten sind, die rane induktive Vorimlnir und dne bzw. mdhrere unter Selektionsdiudc geMute 
NbnptkultuiBn durdilau&n babea und entwed^ dii^ eingpsetzt werdfoi oder nadi Hflltbartnadiiuig 
dundi l^n&iBien mdfoder Lyc^diilisatiQaL 



5) Neuartige Anzudit nacb Anspruch 1, dadntch gdcennzeidhnet, dass der enlspsdKDde 
Setefcdonsdiudc duicii geeigpete Wafal der KoltivierungqpaiamBter wie Feucbtegebalt 
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(Wasseraktivhat), pH-Wert, Temperatur, Sauerstoffverfugbaikeit, Redoxpotential und 
Nahcstofizusammensetzung etc. aufgebaut und aufirecht erhalten wird. 

6) Neuartige Anzucht nadi Anspnich 1, dadurch gekennzBichnet, dass als Substrate und/ oder 
Zielsubstrate alle moglichen Rohstoffe oder Abfalle naturlichen (mikrobiellen, pflanzlichen, 
tierischen oder menschUchen) und nicht naturlichen industriellen Ursprung^? und deren Gemische 
ein^setzt werden. 

7) Neuartige Anzucht nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnct, dass zur Erzeugung von 
Mischkulturen mindestens zwei Mikroorganismen eingesetzt werden. 

8) Neuartige Anzucht nach Anspruch 7, dadurch ^kennzeichnet, dass als Mikroorganismen Pilze 
(Asoomyceten, Deuteromyceten) der Gattungen Penicillium spec.^ Aspergillus spec, 
Trichoderma jpcc, Fusarium spec, Eurotiwn spec , Absidia spec, Neurospora spec, Mucor sp., 
Chaetomium sp., Biiizopus sp., etc. eingesetzt werden. 

9) Neuartige Anzucht mdb, Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroorganismen Pilze 
(Ascomyoeten, Deuteromyceten) der Arten P&ucUliwn chrysogenum, EurcUum amstelodami^ 
Aspergillus mger, A^ergilhs tiMnglesis, Tridtoderma harzkmim, Trichoderma atraviride, 
jadwderma reesei, Fusarium ax^^arwn undNeurospara intermedia eingesetzt werden. 

10) NeuartigjB Anzudbt nach Ansprudi 7, dadurch gek^inzeichnet, dass als Mikroorganismen Pilze 
(WeiBffiiilepilze, Braunfaulqpilze) der Gattungen Trameies spec^ Pleurotus spec^ Phanerochaete 
spec^Nemaioloma spec und Agaricus spec etc. eingesetzt werden, 

11) Neuartige Anzucht nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroorgaidsmen 
Pilze (WeiBQulepilze) eingesetzt weiden, die Laccase bzw. Mangan Peroxidase produzieren wie 
Organismen der Gattungen Trametes spec^ Pleurotus spec, Phanerochaete spec und Agaricus 
spec^ etc.. 

12) Neuartige Anzucht nach den Anspriicfaen 7 und 10, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Mikroorganismen Pilze (WeiB&ulepilze) eingesetzt werden wie Organismen der Gattungen 
Trametes spec, Pleurotus spec, Phanerochaete spec und Agaricus spec etc., die neben 
lignolytischen Enzymen wie Laccase bzw. Mangan Peroxidase auch weitere Oxidasen 
sekretieren, welcdhie H2O2 produzieren, wie Glukose Oxidase 1 und H (GOD), Glyoxal Oxidase, 
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Methanol Oxidase, Galaktose Oxidase, CeUubiose Caiinon Oxidoreduktase (CBQ) oder 
CeUubiose Dehydrogenase (CDH) etc.. 

13) Ncuartige Anzudii nach den Ansprochen 10 und 11, dadurch gefcennzeichnet, dass das fiir die 
5 Petoxidase-Wirinmg benfitigte H2O2 durch Zndosa^e zugegeben wild. 

14) Nexiartige Anzudit nacit Ansprach 7, dadurch gekcnnzeicimet, dass als Mikroorganismen 
Bakteiien (Actinomyceten) der Gattongen Streptomyces spec. etc. eingesetzt werden. 

iO 15) Neuartige Anzuchtnach Aaspruch 1, dadurch gpkenDzeichnet, dass die kontinmerUch eraeiigten 
Enzym-Substrdt-Pflz-Gemischc entweder als solche eingesetsl werden, oder cine Abtrainflng des 
^^^^ Sub$trat-Pilz^<jCTAischeszwGewhu^^ 

16) Nenardge Anzucht nach Anspruda 1, dadurch gefcennzeichnet, dass die kontinuierlich erzeugten 
15 Enzym-^ubstfat-PilzrGOTMSche duidi mit HiBfe andeier Verfehien hergestellte b2w. kaufliche Enqroe 

subsdtttiert werden. 

17) Neuartige Anzucht nadi Anspnich 1, dadurch gekennzeidmet, dass das Veifahrea aus dner bis 
mehrerm Verfahiensstufim bestehen kann. 

20 

18) Neuartiges Anzucht nacii Anspnidi 1, dadurch gpkeanzeichnet, dass die Produktion der 
Enzymgemische (hydiolytisdie aizymoocktails/oxidative Enzymcocktails) zur enzymatischen 
Bxtraktion (hydiolytischen Verzuckerung) von Zudcerrubensclmitzeln durchgefuhrt wird. 

19) Neuartiga Anzucht nadi Anspruch 1 und 18, dadurch gefcennzeichnet, dass die Produktion der 
Enzymgemische Chydrolytische, oxidative Enzymcocktails) zur enzymatischen Bxtraktion 
(hydrolytischen Verzuckerung) von Zuckerriibensdinitzeln mmdestens mittels einer 2-Phasen- 
Anzucht durchgefuhrt wkd. 

30 20) Neuartige Anzudit nach Anspruch 1, 18 und 19, dadurch ^kennzeichnet, dass die Produktion 
der Enzymgemische (hydrolytische, oxidative Enzymcocktails) auch zur enzymatischen 
Exiraktion (hydrolytische Verzuckerung, Polymeiabbau) von z.B. chem^ch vorextrahicrten Stofifen 
wie Zuckenohr, Qetieide und mdsren pfiandichen und derisdiea RohstofiSen oder AhEedlstofiNi 
benutztwitd. 

35 
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21) Ncuartigp Anzucht nach Anspnich 1, daduich gekemizeichnet, dass die Produktion der 
Enzymgpmische (hydrolytische, oxidative Euzymoocktails) zur enzymatischen Extraktion 
(hydrolytische Veizuckemng, Polymerabbau) von pflanzlichen uikI tierischen Rohstoffen oder 
AbMlsto^ VOT einer chemischea und/oder enzymalischen imd/oder mikrobiellen Behandlung wie 



22) Neuartigp Anzucht nach Ansprach 1, dadurch gpkennzeichnet, dass die vorinduzierten 
Mikroorganismemnischuiigpn und Enzymgeinische (hydrolytische, oxidative Enzymcocktails) 
mch optimaler Beimpfung und selektiver Verfehrensfiihriing den nacligeschalteten Prozessen 
wie speziellen Garangen (Metban^tungen) entweder direkt zugefiihrt werden oder zunachst in 
etaen Vorhydiolysebehifltet geleitet werden, urn eine Voiverzuckerung oder bn optimalen FaU 
eine vollstandig^ Hydrolyse der Polysaccharide, andeier Polyniere wie z.B. Proteine und Fetle zu 
bewiiken. 

23) Neuartige Anzudbt nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die vorinduziertOT 
Mikroorganismenmischungen und Enzymgemisdie (hydrolyUsche, oxidative Enzymcocktails) 
nach optimaler Beimpfung und erfmdungsgemaBet selektiver VerfehiensfQhnuig in eine weitere 
solid state Verfahf ensfilhrung flbeifShrl wefden, in der das gesamte spater zu vetgarende Substrat 
selektiv zur Erzeugung von Enzymen genutzt wird und zumbidest partiell hydiolisiert wird. 

24) Neuartige Anzudit nach Ai^proch 1 and 23, dadurch gekennzeichnet, dass die vorinduzierten 
Mikioorgaaismenmischui^n Weififilul^Uzgemische sind oder soldie Organismenmischuogen, 
die aur gpringe Zuckeimengen bei hohen Enzymbildun^aten verstoffwechsehi. 

25) Neuartige Anzucht nach Anspnich 1 und 23, dadurch gekennzeichnet, dass die vorinduzierten 
Mikroorganismenniischungpn und Enzymgemische O^ydiolytische, oxidative Enzymcocktails) 
nach optimaler Beimpfung und etfindungsgemafier selektiver Verfahrensfiihrung, die in einem 
Nebeastrom zusatzlich zu der Haupt-solid state Verfahrensfiihrung erzeugt wurden, mit dieser 
zusammen in die nachfolgenden Garungen mittels Mischpopulationen anderer Mikroorgaoismen 
eingebracht werden* 



26) Neuaitigp Anzudit nach Anspmch 1 und 23, dadurch gpkennzeichnet, dass die vorinduzierten 
MLkroor^mismemnischungen und Enzymgemische (hydrolytische, oxidative Enzymcocktails) 
nach optimaler Beimpfong und erfindungsgemaBer selektiver Ver£ahrensfishrung in eine weitere 



IS 

solid state VeifebrensfOhiung uberfiihrt werden, in der das gesamte Substrat selektiv zur 
Erzeugung von Enzymen fur Kompostierungszwecken genntzt wird. 

27) Neuactigp Anzudit nach den Anspruchen 1 und 23. dadurch gekennzeichnet, dass die 
vorinduzierten Mikroorgsnismcnmisdnrngcn and Enzymgpniiache (hydrolytische, oxidative 
Enzymoocktans) nach optimaler Beimpfung und erfindungsgcmaBer selektivei 
Verftonsfahnmg in eine weitere soUd state Verfehrensffihrung uberfQhrt werden, in der das 
gesamte Snbstrat selektiv znr Erzeugung von Enzymen zum Abbau von Xenobiotika benuizt 
wird. 

28) Neuaitige Anaicht oacsh den Anspiudien 1 und 23, daduich gekennzeichnet, dass die 
vorinduzierten Mikroorganismenmischnngen und Enzymgemische (hydrolytische, oxidative 
Enzymcocktails) nach optimaler Beimpfimg und erfindungsgemaBer selektiver 
Vetfahrensfiihrung voa Mssigen oder gasfBnnigen Induktionssnbstraten durchstromt werden 
wob^ diese duich die gdbildeten En^me abgebaut oder umgewanddt werden. 

29) Neuattige Anzncht nach Anspnidi 1, daduich gekennzeichnet, dass die Festphasenanzuchten 
in einem Schnedfieaueaktx^ iMcih Abb. 1 . entweder einzeln odar in Kaskadenfonn an^idnet, erfolg^ 

30) Neuartigs Anzucfat nach Anspruch 1 und 29, dadnrch gi^nnzeichnet, dass die 
Festpliasenanznchten geaeiell in SduBdsenteaktoien, TrommeliBaktoisn, Tumueaktoren, 
RieselfihnreaktoiQi, dw Fes^jhasm-aiilifiiBakiDien etc. nach dem Prins^ der SchedkBDfitadenn]& 
DnidcscbDBCkBsifiiiderui^ KMetbaadfbidenin^ etc geg|Bbe3iBn&iIls modifizieit od^ in Fcmn dner 
Kaskade durdigefDhit werden.. 

31) Neuartige Anzncht nach An^vudi 1 und 30, daduich gekennzeidmet, dass die 
Festphasenanzucliten in spezieU^ Feslphasen^ddifiiealctaien duidigieffihit weidso. 

32) Neuartige Anzudit nach Anspruch 1 und 30, dadurdi gekennzeichnet, dass die 
Festphasenanzuchten als BatchkultuiNi, als Fed-batchknlhiren oder kontinuierlich durcbgefiUurt 
werden. 

33) Neuartige Anzuctat nadi Anqsiucb 1, dadoic}i gekennzeidbnet, dass die Festphasenanzuchten 
mit optimiert induktiven Vdrloilturai^chten zur kontinuieiUche Froduktion spesofischer 
Hydroiase-Cockiails und/oder QxidoredidEtase-Cocktails fur Ptozesse ans der hicdzveraibeitenden 
Industrie, der fafisc- und ZdlstoEBndnstiffi, d» TextilindustriB, der Ledoindustite, der 
tieiveraibeitmden Industrie ^Wascfannltdindnstri^ der Fbltexindustiie,dex I je h e nsm ittei Hndu sttie, in 
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der Abwasser-, Abluft- und BodemdnigMg. in der Reslstoff^atung imd bei der Veraibeitung 
nadiwadiseiMler Rohstaffie rai^psetzt wodexL 



5 
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ZasammenlBssiiiig 




Es wild tan neaarti^s AnzmAtyerfehien votgpslellt, daduich gpkennzeidmet, 
dass eine auf festen Oder flflsslspn optimal induktwcn NShibadBn ad^tieite RfiscfaorgMsmen- 
Voikulto als Impfenzacht zur Eoeiiguiig einec stohflen Mischkullur von PUzen, der edgpntUchen 
Haupaaittui,vorg«schalielwirdund dass die H!«^ in der Weise weiter finrtgpfiihrt wird,dass 
diese in einem Festphasen-BioiBaktOT mit einan oder mfihrerea Zielsubstralen atteSn oder in alien 
mfig^chm KomhixiatiQnBn mit aaderen Substratesn oder mit diesen Substraten alldn 
zusanunengpbracht wi«l und dass die MiscMcultur dabd irater entsptecheodem Sddctionsdrudc dun* 
geeigiiete WaM der Kullivieiuii^patamete: sowie durch spea-j&c^ Indnfction dutch das oder die 
Zielsubstiate und/oder Hemmung mit spesdelleQ Hranmstoffisn gphaltcn wird und nach einer gpgpbenen 
Kultordaner dn dcfimertes, auf das oder die Zielsnbstral(e) bin optimieitcs Etazymgpmisdi imd/oder ein 
MetaboUteiigpmisdi pioduziBrt welcbes znr VeizackBiong von alien nao^ichen natadichen 
Polysaocarid- Substraten bzw. zum Abbau von pflanzJichen, tierischen oder nrikiobietten Polymeren 
15 dngesetztwiid. 
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Der etfindung^gemaBe Bioieaktor (nach Abk 1) besteht aus eim^ beliebigen Anzahl von Modulen> 
wobei insgesamt 4 lypen von Modulen voig&sehen sind. Alle Module bestehen aus einer 
BdelstaMiohre (1), in der eine Sdmedce mit Hohlwelle (2) drehbar gela^rt ist. Di& Sdmedke ist mit 
Schikanen (3) zur vertikalen VemiischuDe des Ffeimentationsguts ausgpstattet Die einzebien Module 
5 und auch die Fdideischnecke konnen vber ein geeigaetes Verbindungssystem aneinander bedBestigt 
werden. Im zusammengesetzten Zustaond werden die einzeten Sdmeckenelemenle gemeinsam von 
einem Motor (4) bewegt 

Das Fermentationsmodul (5) besitzt Duseooffiiungen (6) auf der HobLweOe der Schnecke uber die das 
FermentationsgMt beluftet werden kann. Weitae Beluftungsdiisen (7) befinden sich in del unteien 

10 Hilfie der Rdhrenwandung veiteilt In der oberen HMlfle der Rohrenwandung sind Spriihdiisen (8) fiir 
die Zug^be fLu^iger Medien aogpordnet Pas sogenannte InduktionsnK^dul (9^ welches im 
erfindungsg^mSBen VeiMuen zur Zugabe der erfindungsgemafien Stofie gpinrtzt werden kann, besitzt 
eine Qffoung (10) mit Vexscfaluss (11) fur die Zugabe fester Sto£fe auf der Oberseite der 
Rotatenwrandui^ Das Antriebsmodul (12) besitzt keine Dusen. Hier ist femer eine der beiden 

15 Stkoseilen (13) der RShre vensdblosseo. Dott sind d^ Antdebsmotor und das Lager (14) fur Welle 
befibstigt. Aiif der Oberseite der Rfihieinvandung ist ein Tciditer (IS) mit Verschluss (16) fur die 
Zugabe fester Stofie und gjegebenenfiEills for Indkulat votgi^hen. Das Erntemodul (17) besitzt 
ebenfalls keine DOsen. Stattdessen ist dorl anf der Untecsette der Rfihxenwandung eine 6ffiiung (18) 
mit VersdiluB (19) zur Fiitnatmi& des Fbnmaitationsguts befestigt Eine der beiden Stimseiten (20) der 

20 Rdhie ist vexschiosseai. Doit ist das Gegralager (21) fiir die Hohlwelle befestigl. Das Lager besitzt eii^ 
Anschluss zur Belu£tung (22). 
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Beschreibung der Erfindung 

Es ist eine VielzabI tecfanologischer Prozesse belcamit, bei denen Bozyme bisher niir suboptinial oder 
gar lucht eingesetzt werden, obgjeich dies von grofiem fikonomischem: wie dkoLogischem Nutzeii 
ware* Dazu gehoren zum Beisfpiel VaMssGn, bei denen komplexe, biologische^ fieste Substrate 
veranda oder umg&setzt werden, dcten Zusammcnsetzung sehr heteiogen ist, die v. a. auch sdiwer 
abbaubaie Snbstanzen wie ligDOcellalose enthalten imd/oder die Sufiere Grenzscbichten (z. B. 
veifaolzte Zellwande, Kuticula etc.) besitzen, welche Barrieien fur Enzyme darsleUen und so die 
Bioverfiiglbarkeit einsdbranken. FOr eine effiektive Behandlung dieser Substrate waien q)eziell auf 
diese Substrate fain optimierte Enz^yifiQmJsGhungBn notwendig. Dies ist bisher noch nidhl als gezielte 
und gerichtete Herstellung duicb entspredbende Fennentationen mpgiidL 

Dieser Nadtteil wird nun dadurdi behoben, dass ein neues Kultivierungsverfeduen auf der Basis einer 
Festphasen-AnzbchtlBchnik mittels speaieUem, ebenfalls erfindung;sgemaSen} BioieaLktor, ein^ nenar- 
tig&n, modulaien und kontinuiedidien Scbnedsenreaktor, zur Verfiigung gpstellt wird, daduich 
^kennzeicfanety dass eine adapfierte und stabile, miktobielle Kultur, bevoxzugt eine Mischkultur von 
Pf Izen, fa der Weise terge^Ilt wird, dass diese in dem erfiiulungsgpnaaBen Bioreaktor mit einem oder 
mehxeren Zlelsubstiaten allein oder in alien mogjUchen Kombinationen mlt anderen Snbstraten oder 
mit diesen allein (wobei unter Ziefeubstrat(en) seiche verstanden «nd, die in einem nacfafolgenen 
Prozess eingesetzt werden) zusammengebracht wird Tind unter enlsprechendenGi Seiektionsdrudc duich 
geeignete WaM der Kultivierungsparameter sowie dutch spezifische Induktion durcii das oder die oben 
gpnannte(n) ZSelsubstrat© untVoder Henunung rait speriellen KfemmstojBfen nadi einer gegpbenen 
Kulturdaner ein definiertes, anf das oder die zaelsubstrat(e) Wn optiniiertes Bnzymgemisdi und/oder ein 
MetaboU^misch produziert, welche in dem nadifolgendem Prozess zum Abbau des oder der 
Zielsubstrate kontinuierlich eing^tzt wild. 

Bin widbtigiBr Bestandteil dor voriieg^den Erfindung ist femer, dass durch die kontinuiediche 
ViN:&htensfiihru^g und modolare Bauweise des neuartigen BioieaklDrs die zeididie Abhangjgjceit der 



Froduktion der Enzymgaoiische zii deien C^timieimig im Hinblick auf den Abbau des Zielsubstrates, 
bzw. der Zielsubstrate simultan oder sequentiel] hin genutzt wird. 



Stand der Tedmik 

la den letzten Jahizehnten sind verstSikl Anstrengungen imlernommoa worden^ Biomasse ditrch 
eixsymatischen Ai]£5cbluss zu behandeln (siehe zum Beispiel DE19845207A1). So existieit heute eine 
Reihe von AnsStzen, bei denen gereinigte Enzyme oder Enzymmischungen oder aber 
enzymproduzierende mikrobielle Rein- oder Miscbkulturen zur Bchandlung biologischer Substrate 
eingesetzt weiden. Beispiele hierfur sind die Behandlung von Holzhackschnitzehi im Zugp des 
iopulping, die BehandLung von Einfahiespflanzen zm Verbessemng der Eigensdiaften als 
ttetmittel oder von Bagasse zar Herstellung von !ffioalkohoL Jedoch verlaufen alle diese 
pTOzesse nadi wie vor suboptimal. Der Hauptgrund dafilr ist, dass die verwendeten 
Enzymmischungen, Mikroorgamsmenkuibiren oder Milaroorg^nistnen-Mischkulturen nicht in 
optimaler Weise an die Zielsubstrate angepasst sind (z. B. sind die Organismen und Enzyme 
nidbt optimal an kalfe bis sehr kalte Standorte adaptiert und selektiert), was z. B. beim 
Biopulping zu sehr langpn Behandlwigszeiten der Hadcschnitzel fiihrt mit entsprecbend 
einhergehendem groBen Platzbedaif fiir die Mietenflachen. 

Viele biotecfanologische Prozesse zur Behandlung von komplexen Substraten (meist Pflanz^mnate- 
rial aber auch z.B. HerabfSlle aus HerscMacht^ien etc.) bendtigen neben den genannten En- 
zymgemisdien (Hydrolasen, Oxidoieduktasrai) zum mogtichst weitgehenden Abbau ofbnals 
zusfilzlidi (v. a. Oxidoieduktasen) bestimmte Go£aktoren oder Mediatoren, die teilweise noch unbe- 
^kannt sind. Das helBt» dass einzefaie Enzyme oder auch Zugaben von Gemischen zum Prozess nur 
bedingt Erfolg zeigen, da nur ein Zusammempiel von vorber auf die Selsubstrate hin adaptierten 
nnd optimierten Enzymgemischen zusammen mit diesen zusatzlLchen Faiktoren eine optimale 
Performance zeigen konnen. Dies ist aber bisher ebenfigdls nicht in optimaler Weise moglich. 

Aus DE3539875A1 ist z, B, ein Verfahren und eine Voiiichtung zur kontinuierlichen Herslellimg 
einer Enzymmischung fiir die Behandlung yon Biomasse in Biogasanlagen bekannt Bei diesem 
Verfahren wird jedoch mit einer leinen Kultur von Aspergillus niger und ohne Induktion dieser 
Kultur an die fiir die spatere Methanisienmg verwendeten pflanzlichen Substrate gearbeitet. 
Deshalb ist nicht zu eiwarten, dass die dort gpbildete Enyzmmischung optimal an den Biomasse 
verwertenden Prozess angepaBt ist 
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Optimal an ein komplexes, biologisches Substrat adaptierte und definierte Enzymgemische und/oder 
Melabolitgernfeche sind aur eizeu^ar durch Selektionsdruck auf die produzierenden Mikroorganis- 
men^-Populalioneii (Ntischkalturen) und durch deren Induktion duich die entsprechenden 
Zielsubstrate. 

5 

Nun ist allgemein bekannt, dass die Aiwvendung eines Selektionsdrocks auf Misdipopulationen von 
Mikroorg?inismen durch Einstellen defloierter Umwellparameter im Zuge der Kultiviening dieser 
Organismen in der Kegel zu bestimmten Populadonsspektren fuhrL Diese Populationsspekfxen 
sind jedoch ungerichtet und zufallig. 
10 Ebenso ist bekannt, dass durch die Wahl der Kulturbedingungen bestimmte Arteu von 
Mikroorganismen angereichert Oder Kontaminanten unterdruckt werden konnen. ^ 

•Bekannt ist audi, dass es w^taiend des Verlaufe solcher Kulturen in Abhangigkeit van den gpwaUten 
Belektionsbedingungen, aber aucli m Abhangigkeit von der Substiatbeschaffenheit imd der faiduktor- 
verfugbarkeil (bei nicht konstitutiv gebildeten Proteinen und Metaboliten) zo zdtlicfa variierenden 
15 Metabolitspektien konunen kamt Jcdodh gilt audi luer, dass diese. MetaboMt^ktien ungeriditet und 
zu&llig sind. 

Verfohren der genannten Art warden z.B. auf definierten festen Nahrboden (Agaiplatten 
Mutagpuesebehandhingen, gpnetisdie Trai^oimationen etc) sowie im Beieich der Submerskultur- 
tedmik eingesetzt (in Form von Chraiostaten oder Tiirbidostaten auch kontinuierlicb). In letzterem 
20 Falle handdt es sich vor allCTi um Kiiltiyieiungjen von Reinkultmen zur Bmelung von spezifisdhen 
Stofiwediselleistungjen. 

Bioreakloren zur kontinuierlichen Umsetzung fester Substrate sind aus veischiedenen Anwen- 

• dung^bereichen (Lebensmitteltcchnik, Kompostiertechnik usw.) bekannL Beispielsweise wird das 
Fermentationsgut in Kompostieranlagen uber Waizen befordert Solche Ver£a]iren erlauben aber 
keine ansprudisvolle Regulation der Kultivierungspafaxnetei. Die Verwendung von einer oder 
mehreren FOrdei^hnedken in Festpbasen-Bioreaktoren ist zum Beispiel aus DE10Q41977A1, 
DE4308920A1 und DB 4208920A1 bekannt. Diese Bioreaktoien sind jedoch nicht modular 
ansgelegt und sehen ebenfialls teine M6gUclikeit der spSLteren Zug^be von Substraten und 
30 anderen Stoffen zur z. B. Induktion von 
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Detaillierte Besdirdbimg der Erfinduiig 

Diese bescluiebenen Naditeile des Stands der Technik werden duich das im felgenden beschiiebeBe 
erfindtmgsgpmSOe VerMaen sowie dm ecfindm^gieanaBen BiorekatOT zur kDntiiiiderlidaen 

5 Durchfiihrung dieses VerEaihreiis behoben. 

Es wird ein neues Knltiviening^vccfBJireii auf der Basis einer Fesiphaseii-Aiizuclitteduiik mittels 
spezi&llem, ebenfaHs erfindungsgemaBem Bioieaktor, einem neuaitigsn, modnlaten und 
kontiiniierlldien Sdmeckenieaktar, zur VerGSgang gestetlt Dieses ist daduich gpkemizeiGbnet^ dass 
eine adaptierte und stabile, mikiobidle Kultur, bevomigt eioe Misdikultur von Piboen, in der Weise 

10 hecgsstcllt wind, dass diese in dem er&nduiigsgpanaBen Bioreaktor mit einrai o(fer mefareroi 
ZidteRibstraten aUein oder in alien moglidien Kombinationen mit anderen Substraten odei mit diesen 

•allein allein (wobd unter Zielsabsbat(m) soldie vetstanden sind, die in eicem nachfolgeaen Prozess 
eingesdzt werden) zusainmeiigi&bracht wild und nnt^ entspiediend^ Selekdonsdruck dmch 
geeigqete Wafal der Kultiviennigspaiameter wie Feuchtegehalt (Wasseraktivitat), pH-Wert, 
IS Temperalur, SauerstofiVerfOgbarkeit, Redoxpotential und Nalurstoffeusainmensetzung etc. sowie 
durcb sp^afisdie Indokiion duidi das oder die oben g^[aanatB(n) Zidsubstrale und/oder Hannaung mit 
spc^Uen HemmstofiEbn nadh einer g)s;gebenen Knltuidaiier ein definii^ieSy auf das Oder die 
Zielsubstraf(e) fain opdmieites Bizymgsmisdi und/oder ein MetabolifgiBmisdi EMX)duzierl, welcihe in 
einem sachfioilgiBndem PrcGsess zum Abbaa oder der ZSelsubstrate kontuniiedidi dogesetzt wird. 
20 Dabei sind spezielle Hmunstoffe solche, wie sie z.B. in: R.Vogel; Naturliche Enzyminhibitoren, 
Georg Thieme Verlag, 1984 und in: H« ZoUner; Handbook of Enzyme Miibitois, VCEi, 1989 
beschrieben sind. 

Bui widitiger Bestandteil der Eifinduiig ist, dass die fcondnuiedich erzeugien Enzym-Stibstrat-^Pilz- 

•Geoiiscbe eixtweder als sokte emgesetzt werden, oder eine Abtcennang des Substrat-Pilz-Gemisdies 
mr Gcwinnung des fliisasm Enzymooctail erfidgt Desweiterm ist es mdgiich, die in solcber Wdse 
gewonnen fltissigBn Enzynunischung^ da»n weiteren Downstream-PcosoKsen zu untemehen 
(Aufireinigpng duicfa Ultcafilfrationen, O3]x)matogrq)liieveifehim etc.). 

Ebenfalls ist ein wichtiger Bestandteil der Eiflndung^ dass die natarliche Kontaminations- 
30 Population von bestimmten Zielsubstiaten/Snbstraten ansgenutzt wird, um daraus gewUnschte 
Keime mit gewunschten Eigenscliaften zu selektionieren; noch feUende Eigenschaften koimen 
durch Zug^be geeigpeter Induktoxen inklusive der auf diesen vorhandenen oder selektionierten 
Keime supplementiert werden* Diese Zugabe kann zu Beginn der Kukiviemng oder wShrend der 
Anzucht geschehen. Es kdnnen auch Reinkultnren, die anf diesen 21elsubstratCT/Substraten 
35 natOrlicherweise vorkommen, daraus gezflchtet wuxden oder aus Sammlungen stammen oder 
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andere Organismenstamme (z.B. Hochleistungsstamme)^ die in ihrem Enzymspektrum passend 
sind^ zugegeben werden. 

Bin wlchtigpr Bcslandteil der Erfindiing ist fcmer, dass das erfmduqgsg!ein3Be Veif ahrcn aus dner 
bis mehr&ren Veiiiahteiisstufeii bestehen kaim. Diese Ver&hiensstiifen konnen generell g[eichzeifig 
5 ablau&n, d. h, es wild mit g^eichzeidg ein^etzten mehieien Zielsubstraten/Substraten ^aibeitel; 
zxisStzliche Indukloien und/oder Henamstoffe koimen gleichz&itig o&r wahiend der Kulturdaxier 
zugegeben werden. Es k5nnen aber auch zeitlidi hintereinander Substrate eingesetzt werden, wobei 
nicht alle per se ZLelsubstrate sein mussen. Dies wird durcb die kontinuierlicbe Ver£ahrensfiQhning iind 
modulare Bauweise des neuaitigen Bioreaktors eimoglidit^ der duiuh seine eifindung^gemaBe 
10 Bauweise eine zusatzliche Sabstrat2ug3be, Zug^be von audeten Induktoren, HenunstafEen, Zugabe von 
Mikroorganismenkuituien^ Anderung des Selektionsdrucks elc. wahiend der Kultuidauer erlaybt 
^^^Dainit verbundenen ist die wichtigp erJSndui)g;sgem3Be Option^, die zeitliche Abhangigikeit der quan- 
^^^Htativen bzw. qudlitatiyen Frodulction der Enzymg&mische bevotzugt audi als StellgroSe fiir die 
Regplung des laufenden Prozess selbst aber anch der nachgpsdialteten ZidpiDzesse zu nutzen. 

Bei Anzuchten mit mehreien Verfehi-ensstiifen (z. B. 2^tufig) wird abhangig vom Zielpnozess auf 
geeigDeten Substrate durdi Aosnutzung des naturlidien Bewud^ses dieser Substrate und geg^benenfialls 
duxdi eine zusatzlidie» unteistiitzende Ihokulation mit Reinkulturen (audi Hodileistung^stanmie und 
audi aus Sammlungen) sowie durdi Etustellen selekfiver Bedingimgpn dutch Wahl der Wass^aktivitat, 
20 des pH-Werts, des Redoxpotentia]s» der TmpraatuTj, der Vecfu^arkeit von Sauersfo^ der Verfugbar- 
keit von Induktorea usw. in einer ersten Phase eine entsprectaende Misdikiittur «zeug|L Ziel dieser 
ersten Phase des Verfafaiens ist es, einen fiir die zweite Phase gedgpeten Fool an nnikrobiellen 
Populationen zur VerRigiung zu stellea Die. Misdikultur wird in der zwdten Stufe des Ver&hrCTS duidi 

•Zugabe eines weiteren Substrates, weklies audi in der Regd das Zielsubstiat ist, und duidi Finstftll^n 
gegpbenen£a}ls andeier (als in der ersten Stufe) selekfiver Bedicgung^n durdi eine geeigDete Wahl der 
Wasseraktivitat, des pH-Weits> des Redoxpotentials, der Ten^>etatar, der Verfii^barteit von Sancxsfo^ 
der Verfiigbaikeit von haduktorm usw. gieiiditet in eine stabile und adaptierte Mischkultur iiberEuhrt 
(fine-tuningX die nach einet gpgebenen Kultuidauer dn definiertes Spektrum an Enzymen und/oder 
Metabotiten exzeugt das an die zur Mduktion veiwendetm Zidsubsliatc optimal adaptieit 
30 Das erGndungisgieniSBe Ver&hren ist gmmdsaizlidi auf aDe lBdmolo»gisdien Ptozesse anwendbai, bei 
denen biolpgjsdie Substrate verSndert oder umgesetzl: weiden und eine Behanduog dieser Siibstiate 
durdi Eazyme entweder G^nstand der Piozesse selbst ist, od^ aber als Vor- oder Zusafzbehandlung 
gjenutzt werden kann. Inbesond^ kann das eifinduiiiesgBmaBe Verfiduen fOr Ptozesse am der 
holzveraibeitenden Musirie, der P^ier- lind ZdlstofSnduslrie, der Textilindustrie, der Lederindustrie, 
35 der tiecveraibeitwden Industrie^ der Wasdimittelindustxie, der FUtterindustrle^ dst 



Lebensmittelindustrie, in der Abwasser-, Abluft- und Bodemeinigung xaxd in der ReststoSveiaibeitiiiig 
und Veraitcitimg nachwacbsendef Rohstofis eing^tzt werden. 

Gleichfells ist der erfindung^gpmaBe Bioieaklor gegeniiber dem geschflderten Stand der Tedinik fur 
sich gpnommen neu und erfinderisdi. Zugjieich ist der Bioieaktor zur kontinuierlidien Durdifuhrung 
des dargesteDten erfindungsgsmafien Verfiahrensbesondeis gpeigoet 

Andere Reaktortypen zur Festphasen-Rultivierung von Mikrooiganismen wie beispielsweise 
Bioreactor for fermenting soUds^ (PCT WO 01/19954), TBioreactor having at least two reaction 
chambers' (WO 02/100999 A2), 'Kultivierung^verfahren fur Mikroorganismen und Bioreaktor' 
(PCT/EP03/01663) sowie weitere bekannte Feststofftioieaktoren (Bautjpen and etwa 
Schneckenreaktoren, Trommeheaktoren, Tbmueaktoren, Rieseimmreakforen usw.) sind, g&benen&Us 
modlSziert oder in Fonn einer Kaskade, grundsiitsdich ebenMls geeignet 

Ein weitercr widitiger Bestandtea der vorlieg^siden BrGnduiig is^ dass d^ erfindungsgranafie, 
kontinuieiliche Bioieaktor, gegebenenfills als Kaskade emgBsetzt vdrd, um die zeiflidie Abliangjigjcedt 
der Pioduktion derBnzymg^sdie zu derra Opttnu^ngim Ifinblick anf den Abbau des zaeisubstiats 
bzw. derZielsubstaite siniultan und sequentfeU bin zu nut23ra, d. h. es wird mSg^ch^ einen oder mehieie 
dem Eosgmibildung^ozess nadhgescbaitete Ptoz^se sinrnHan Oder sequentiell mit entspiechend 
optimierten Enz^ooctails shmiltan od^ seqoentfel 1 zu veisoiB&n. 

Der erfindung^gemaBe Bioieaktor (nadi Abb. 1) best^ ans einer beliebigpn AnzaUl von Modufen, 
wobei insgssamt 4 T^pen vcm Module vorgesehen sind Alle Module bestehen aus einer 
EdelstahlrShie o. KunststofGrofarB (1), in der eine Sdmecke mit Hohlwelle (2) diddiar gplagert isL Die 
|Sdinedce ist mil Schikanen (3) zur v^tikaleD Vennisdiupg des Ferm^itationsgiits ausgpstatteL Die 
einzdnen Module und aucfa die Foiderschnedce konnen iiber ein SBeignetes Verbindimg^y^i^ 
aneinander beSestigt weiden. Jm zusanunei^jeselzten Znstand werden die eiozelen Scbt^kendimiente 
gmeu3sam von dnem Motor (4) bewegt 

Das Fennentationsmodul (S) besilzt DusenofiEnungen (6) auf dear Hohlwelle der Scbnecke fibe^ die das 
FermentationsffJt bdOfiet weiden kann. Weitere BelfiftungsdQsen (7) befinden sidi in der unteren 
Halfte der RohiennraDdung vertwlt In der oberm HSlfte der RShienwandung sind SpriJhdfisen (8) fiir 
die Zugabe flQssiger Medien angeoidnet Das sogenannte Indokdonsmodul (9), welches im 
erfinduqg3gen3a6en Ver&hien zur 2Jugpbe der eifindung^niaBen Stoffe genulzt weiden kann, besitzt 
euie Gffimng (10) nait Versdiluss (11) fur die Zugabe fester StofBe auf d^ Oberseite der 
Rdhienwandung, Das Antridxanodiil (12) be^ keine DQsen. HBer ist femer eine der beiden 
StitnseileiL (13) dear Rohie verscWossoL Dort sind der AnttiebsmolOT und d^ Lag^ (14) fur <fie Welle 
be&^gL Anf der Obeiseite der RShnrnwandung ist em THcJiter (15) mft Veisdduss (16) flir die 
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Zug^be fester StofBB vmd gegpbeiienfells fur Inokiilat voigesehea Das Emtemodul (17) besitzt eben&Us 
keine Dusem Staltdessen ist dort auf der Unteiseite der Rahrenwandung eine Offinmg (18) mit 
VerscHuB (19) zur Entnahme des Feimentationsguts befestigt. Erne der beiden Stimseiten (20) d^ 
Rohrc ist veiscMossen. Doit ist das Geg&nlagpr (21) fiir die Hohlwelle befestigt. Das Lager besitzt einm 
5 Aoscbluss zur BelOffaing (22). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in dem erfindimgsg&maBcn Biorcaktor wie folgt konti- 
miierlich durchgefuhrt: 

Entwedex das Zielsubstrat selbst oder in Mischungen mit anderen Substraten oder mehrere 
10 Zielsubstrate als Gemisch oder entsprechend dem Zielsubstrat ausgewahlten Substrate werden 
uber den Trichter (15) in das Antriebsmodul (12) kontinuieilich eingebracht. Gegebenfells wird 

•mit den Substraten auch ein definiertes Inokolum bestehend aus einer oder mehreren 
Snikrobiellen Reinkulturen zuge^ben. Das Femientationsgut wird vor Beginn des Prozesses 
hinsichtlich der Wasseraktivitat, des pH-Werts und des Redoxpotentials eing^stellt Die 
15 Fermentationsmasse wird fiber eine geexgnete Anzahl an Fernientationsmodulen mit Hilfe der 
Schneckenelemente (2) in Richtung Emtemodul (17) transportiert. In den Fermentationsmodulen 
(5) werden iiber geelgnete Sensoren die Wasseraktivitat, Temperatur, ge^benenfidls dei pH- 
Wert und die Sauerstoffkonzentration kontmuierlich gemessen. Die EInstellung dievSer Parameter 
erfolgt durch Steueiung der Beluflungsrate und des Feuchtegehalts der ia>er die Beliiftungsdusen 
20 (6,7) eingeblasenen Luft sowie durch die Zu^be von Wasser oder Pufferlosungpn uber die 
Spruhdusen (8), Ober das entsprediend positionierte Induktionsmodul (9) k5nnen kontinuierlich 
weitere Snbstrate ( bzw. Zielsubstrate) zur weiteren induktiven Optimierung der entstandenen 
Mischfcultur in den Reaktor eingebracht werden* In den dem Induktionsmodul nachgeschalteten 

• Fermentationsmodulen werden gegpbenenfaUs andere Kulturbedingungen so emgestellt» dass 
^richtet eine stabile und definierle nukrobielle Mischkuitur entsteht, die nach einer gegebencn 
Kulturdauer ein defininiertes Enyzm- und/oder Metabolitspektnun so eizcugt, dass dieses am 
Emtemodul (17) zur Entnahme vorUegt. Die Kulturdauer wird fiber die Drehgeschwindi^it der 
Forderschnecke und die Anzahl an Femoientationsmodulen eingesteUt Ebenfalls kann der 
Bioreaktor durch eine gpeigaete Anzahl und Zusannnenstellung der Module an die 
30 Zielerfodernisse angepasst werden. Die Farderleisiung richlet sich nach der BefBllung^hdhe des 
Reaktors, Das am Enitemodul (17) entnommene Fermentationsgut kann entweder direkt oder 
nach einer entspxechenden Anfbereitung kontmuierUch dem Ztelprozess zugefuhrt weiden. 

Im FaUe einer Anordnung mehrerer erBndungsffaDaBer Bioreaktoren in Fomi einer Kaskade ist 
35 der tJbergang von einem in den nachsten Reaktor wie folgt voigesehen: Das Emtemodul des 
vorgeschaiteten Teilreaktois wird mit dem Bcschickungsmodul des nachgeschalteten Teiheaktore 
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derart verbimdec, dass das Enitemodul bodenstandig mit einer beweglichen Schikane zur 
StrSmungsteilung der Fennentationsmasse ausgestattet wird imd das Emtemodul des 
vojrgeschalteten Teilreaktors zwei veischliefibare Atislaufe besitzt Einer der beiden AuslSsse 
wird mit dem Zulauf des nachgeschalteten Teilreaktors verbunden und dient der Weiterfuhrung 
eines Teils des Substratstroms iancrhalb des Prozesses. Der zweite Auslauf dient der Entnahme 
des anderen Teils des Substratstroms zur weiteren Verwendung. Dabei wild die Schikane so 
positioniett, dass der Substratstrom geeignet portioniert wird. Besonders bevonsugt wird weiden 
die Pdrderschneclceii der Teilreaktoren durch einen gemeinsamen Antrieb bewegt. 

AnwenduDgsbeispiel: 

ontinuierliche Produktion spezifischer Hydrolase-Codtails zur Optimierung 
der Bii^assyiitbese aus nachwadiseiiden Rohstoffen 

Die vorliegende Erfindung, bestehend aus dem erfindung^gemaBeiL Verfahren sowLe dem erfin* 
dungs^maBen Bioreaktor zur kontinuierlichen DurchfQhrung des Verfahrens wird durch das 
folgende Aawendungsbeispiel naber bescliricb&n. 

Nachwachsende Rohstoffe euthalten grofie Mengen schwer abbaubarer Biopolymere wie 
Lignocellulose, Cellulose, Hemiceilulosen (Xylan). Pektin, Cutin etc.. Diese mengeiuniBig 
bedeutsamen Biopolymere, die den Haiqptbestandteil oder widitigen Anteil von Rapsabfallen, 
Stroh Oder Heu bilden und in der Landwirtschaft in groBen Mengen anfallen^ konnen bislang in 
Biog^sanlag^n nicht oder nur suboptimal genntzt werden. Zadem ist ihr Einsatz als Futtermittel 
zum Teil durch ^setzliche Verordnungen begrenzt Die Verwertraig beispielsweise von Raps- 
Reststoffen in Biogasanlagen wurde es ermdglichen, auf stillgelegten Flachen in groBerem 
Mafistab Raps zur Biodieselgpwimmng anzubauen, ohne bestehende Abkommen zwischen der 
EU und den USA zu tangieren. 

Die Umwandlung von beispielsweise Rapsschrot in Biogas gelang bislang nur mafiig, da anaerob 
lebende Bakterien nur bedingt in der Lage sind, deren Bestandteile als Kohlenstoffquelle efSzient 
nutzen zu konnen. Ebenfalls besilzen andere nachwachsende Rohstoffe wie Strob etc. noch 
schlechter verfagbaie Kohlenstoffquellen (Paserstmktur) Sir die Biogasprodaktion. 

Dieser Nachteil soil nun kiinftig daduich behoben werden, dass dem Prozess der Biogassysnthese 
aus Raps-Reststoffen das erHndungsgem^Be Verfahren - durcbgefulirt in dem ecfindungsgemafien 
Bioreaktor - vorgeschaltet wird. Dies exmogUcht es den Betreibem einer Biogasanlage, nadi 



Bedaif an die zur Biogasproduktion verwendeten Substrate optimal angepasste Enzyxnmi- 
schunj^n selbst pieisgiiBStig herzostelleiL 

Verfahreasgeinafi wird bei einer 2-Phaseiianzucht bevorzugt in der ersten Verfahrensstufe auf 
Pressriibenschnitzeln (diese stellen selbst Reststoffe aus der Verarbeitung eines 
landwirtschaftiichen Produkts dar imd stehen gaDzjahrig zur Verfiigui^) unter geeigneten 
Kulturparametein selektiv eiae Mischkultur bevorzugt bestehend aus solchen filamentdsen Pilzen 
erzeugt, die hydrolystische Enzyme produzieren. In einer zweiten Verfahrensstufe wird durch 
Zugabe des Zielsubstrats, hier von Rapsschrot (das im nachgeschalteten Prozess gemeinsani mit 
beispielsweise RindergMe metiianisiert wird), selektiv und gezielt eine konditionierte 
MischkuLtuT erzeugt, die ein dem Zielsubstrat Rapsschrot angepafites Spektium hydrolytischer 
Enzyme (Cellulasen, Xylanasen, Chitinasen, Pektinasen, Proteases, Lipasen, Esterasen) nach 
einer gegebenen Kultuxdauer produziert Das gesamte» enzymhaltige Fermentationsgiit wird dem 
Biogasprozess kontinuierlich zugegeben. Die aktiven Enzyme schliefien innerhalb der 
MethanisieruQgsstufe die pflanzltcben Poiymere des Rapsschrots aul Durch eine geeignete 
Dosage der Enzyimnischung kann auBerdem der Spiegel freier Zucker in der 
Methanisierungsstufe auf ein opUmales Niveau eingesteilt und gehalten werden. So kaim die 
Produktion von Biogas auf der Basis von Rapssdirot erh5ht und die Umsatzzeiten deutlich 
verkiirzt werden. 

Durch das neue Verfahren k5nnen auBerdem viele andere^ bislang ungeautzte Substrate wie Hen 
und Stroh einer Verwertung in Biogasanlagen zugefuhrt werden. 

Die vorliegende ErGndung, bestehend aus dem erfindungsgemaBen Verfahren sowie dem erfin- 
dungsg^maBen Bioreaktor zur kcmtinuierlichen DurcbfQhning des Verfahrens ist nicht auf die 
besChriebene Anwendung beschrankt 

Die beschriebene Anwendung ist in folgpndem Beispiel nShei erlfiutert: 

Bd^iel 1 (Zwdphasenkultur zur EracDi^ung von Hydrolas^mischeii for einen 
nachfolgimdeii Biogasprozess) 

20 g nicht-autoklavieite Piessrabenschmtzet werden mit PaG[eil6sung anf einen GesamtfeudiiBgehalt 
von 50% und pH 6j0 ^bracht und bei 3(rc 1 1 Ti^ inknbiert (1. Phase), In diesem Ansatz csotwickelt 
sich eine Mischkultur aus PeniciUium chrysogenum, Euiotium amstelodami, AspeigUlus niger und 
Aspergillus tubingesis. Verschiedene Glucanasen, Xylanasen, Pxoteasen, Pectmasen, Esterasen und 
Lipasen xveiden von dieser Mschkultiu; seknstieat. Diese Nfischkultur wild mit 10 g Rapsschrot, dass 
eben&Us mit Puf&rlosung auf 40% Fieudhle und pH 55 gebradht wiid» indnziert (2. Ph^> Als 
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Kontrolle werden 10 g Piessrubexisdinitzel tinter sonst ^dchen Bedingungen zugpgpben* Nach 6 Tagen 
Inkubation bei 30°C zeigt sidi eine Dominanz von Euiotium amstelodanti und eine Zunahcne der 
Xylanaseaktivitat urn den Faktor diei bei ^eichbleibender CellulaseaktivitSt im Veijg^eich zox 
Mischkultur (Phsisc 1) und zur Konlrolle. Die bydtolyfische Gesamtaktivitat, gpmessen als 

5 Huoresceindiaoetat-Hydiolyse, steigt unter den gleichen Bedingungpn urn den Faktor 10. Mit diesem 
Enzymcoctail koimte im Laborversuch die Metbanproduktioa auf der Basis von Rapssdirot tind 
Rindergiilie (im Verhaltnis 1:1, Gesamtfeuchte^halt 65%) um 12% gegpniiber der Kontrolle 
(Enzyraooctail durdi Erhitzen inaktiviert) gesteigprt werden. Nfit dem Enzymcoctail des durch Zugabe 
von Pressrubenschnitzeln anstelle von Rapsschrot erhalt^ien Ansatzes erg^b sich inunerhin nocfa eine 

10 Steigerang der Biogasausbeute um 4%. 
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Patentanspruche 

1) Neuartlges Kultivieiung;sverfahi:ea auf der Basis einer Feslpbasen-Anzuchttedinik mittels 
^eziellem» eben&lls eifuiduiig^g&xnaBem Bicreaktor, einem neuardgen, tnodulaien und kontiiiuier- 

5 lidien Sdineckenieaktor, entweder einzdn oder in Kaskade[nft>mi angeordoet) dadurch gekemuzseicAinet 
dass eine adapdeite und stabile^ mikrobielle Kultur, bevoizugt einc Miscbkulhir von Pilzen, in der 
Weise hergestellt wird, dass diese in dcm eifindung;sg^maBen Bioreaktor niit einem oder mehienBn 
Zielsubsbalen allein oder in alien mdglichen Kombinadonen mit anderen Substraten oder mit diesen 
allein zasanmiengpbiacht wild und iinter entspiechendem Selektionsdruck duidhi geeigaete Wahl der 

10 Kultivieningpparameter wie Fenchtegehalt (Wasseraktivitat), pH-Wert, Temperatur, Sauerstofiver- 
fugbarkeit, Redoxpotential und Nahrstof&usanamei^etzuDg etc. sowie dutch spezifische biduktion 

•durdi das oder die oben gi&nannte(n) Zielsubstrate und|/oder Heomiung mit speziellen Henmistofifen 
nach einer gegebenen Kulturdauer ein ctefini^tes^ auf das od^ die Zidsubstcat(e) bin opIinneilevS En- 
zymgemisch und/oder ein Mefaboti^j^ausdi produzi^ weldie in einem nachfoigendeni Prxzcss snim 
15 Abbaudes Oder der Zielsubstrate kcmtinuieilid^ 

2) Eizeugung von Mischkultoren, bestehend ans Mikroorganismen zur Heistellung von 
Bos^mgeniisclien und/oder Metabolitmiscliungen nadbi Ansprodi 1, daduich gekennzeichnet, 
dass als Substrate oder Zielsubstrate alle mdglichen Rohstoffe oder Abfdlle natiirlichen 

20 (mikrobiellen^ pflanzlichen, tierischen oder mensddichen) und nidit natiirlichen, industriellen 
Urspnings und deren Gendsdbe eingesetzt werden. 

3) Braeugung von Miscfakultuien, t>estehend aus Mikroorganismen zur Hersteltung von 

• Enzymgemiscihen und/oder Metabolitnodsdmngen nadi Anspnich 1, dadurch gekennzeidmet, 
dass mindestens zwei Mikroorganismen in Mischkultur eingesetzt werden« 

4) Eizeugung von Mischkultuten, bestehend aus Mikroor^mismen zur Heistellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmiscfaungpn nach An^nich 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroorganismen Filze (Ascomyceten, Deuteromyceten) der Gattungen PenicilUum 

30 spec.^ Aspergillus spec., Trichoderma spec^ Fusarium spec, EurotUmt spec,^ Absidia spec.^ 
Neurospora spec, Mucor sp., Chaetomium sp., Rhizopus sp., etc eingesetzt werden 

5) Erzeugung von Miscfakulturen, bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemiscben und/oder MetaboUtmischung^ nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroorganismen Pilze (Ascomyceten, Deut^myceten) der Arten PenicilUum 

35 chrysogaumty Eur^aiwn amslelodami^ Aspergillus mger, Aspergillus tubingesis, IHdtodertna 
harzUinwn, Tridtodertm amnnride, Tttdtoderma ree^ Fusarium axysparum eingesetzt werden. 
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6) Erzeugung von Mischkulturen, bestehend aus Mikroorgqmsmen zur Herstellung voa 
Enzymgemischen und/oder MetaboliUnischungen nach Anspiuch 3^ dadurch g^kennzeicimet^ 
dass als Mikroorganismen Pilze (Weifij^ulepilze, Braunfaulepilze) der Gattimgen Trametes spec., 
Pleurotus spec.^ Phanerochaete spec*^ Nematoloma spec, und Agaricus spec. etc. eingesetzt 
werdexL 



7) Erzeixgimg von Mischkulturen, bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nach Anspruch % dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroorganismen Bakterien (Actinomyceten) der Gattungen Streptomyces spec. etc. 
eingesetzt werden. 
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) Eczeugung von Mischkulturen^ bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolltmiscbungjen nach Anspmdi 1, dadiux:h gekennzeichnet, 
dass die kmtinuieilich erzeugten Eiizym-Sid>stxatrPih&<jen^^ ^ifweder als solcfae emgesetzt 
werden, oder eine Abtcennung des Substtat-Pilz-Gemisdies zur Gewumuqg von flusdgpn En^mooc- 
tail&eifblgL 



9) Eizeugung von Mischkultuien, bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmisdiungjen nach Anspmdi 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Verfaliren ans eini^ bis niefaxeren VerG^ 



10) Erzeugung von Mischknlturen, bestehend aus Mikroofganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitnnisdiungen nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass zor Produktion dieser Enzymgemische (hydrolytische ^izymooctails) zur Supplementierung 
einer Biogasanlage erne 2-Pha8en-Anzucht durch^fiihrt wird. 



11) Erzeugung von Misdikalturen, bestehend aus Mikroorganismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nach Ansprach 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Festphasenanzuchten in einem modularen und kontinuiedichen Scfaneckemeaktor nach 
Abb. 1. entweder euizeln oder in Kaskadenfbrm angeordnet, erfblgpn. 

12) Erzeugung von Miscfakulturen, bestehend aus MikroorgEmismen zur Herstellung von 
Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nach Anspruch 1 und 8, dadurch 
gekennzeidinet, dass die Festphasenanzuchten in einem modularen imd loniimuierlicbra 
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Sdmeckenreaklor nach Abb. 1 entweder dnzeln oder in dner Kaskade angeordnet in 6sx besduiebenen 
Weiseeifolgen. 

13) Erzeugung von Mischkulturen, bestehend aus Mikioorganismen zur Herstellung von 
5 Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nach Anspruch 1 und 9^ dadurch 

gekennzeichnet, dass die Festphasenanzuchten in einem moduIaFen und kontinuierlidhen 
Schneckenreaktor nach Abb. 1 in der bescihiiebenen Weise zur kontinuierlichen Prodnktion 
spezifischer Hydrolase-CoctaOs zur Optimierung der in einem weiteren Prozess folgenden 
Biogassynthese aus nachwachsenden Rohstoffen eifolgt. 

10 

14) Eizeugung von Mischkulturen^ bestehend aus Mikroorganismen zur HersteUung von 

•Enzymgemischen und/oder Metabolitmischungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der erfindungi^sen^e, kontimderlidie Gtoieaktor als Kaskade eii^geselzt wiid» 

15 IS) Brzeugung von Mischkultur^ bestehend aus Mikroorganismen zur HersteUung von 
Enzymgiemischen und/oder MetaboUtmisdumgen nach Anspruch i und 9, dadurch 
gekexinzeidmei; dass die Festphasenanzuchten in einem modular^ und kontinuiedidim 
Sduiedkemeaktor nadi Abb. 1 m der bescbriebenen Wetee zur kontinuieiliche Produktion 
spezifischer Hydrolase-Coctails und/oder Oxidoreduktase-Coctails 

20 for Prozesse aus der holzvetaibeitenden hidustxie^ der Fapier- imd ZellstQfiSndustri&r der Textilmdnstrie, 
der Lederindi^tiie^ der tierv^^:atbei1ienden hidixstrie, der Wascfamitbeluidastzie, der Fbttecindustrie, der 
Leb^osmitidfaidastrie^ in dsx Abwasser-, AUuft- und Bodrareinigiang und in der Reslstofi^iaifaeitung 
und Veiarbeitung nadbwachs^der Rohsto^ eingjesetzt wetdea 
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ZusammeDfassiing 

Neuartig^ Kultivieningsverfahiea auf der Basis einer Festphasen-Anzuchltcchnik mittels spezieUem, 
eben£alls erfindungsg^maBem Bioreaktor, einem neuartigen, modularen und konlimiierlicihen 

5 Schneckenreaktor^ entweder einz&ln Oder in Kaskadcnfofm angeordnet, daduich g^kennzeichnet dass 
eine adaptierte und stabile, mikcobielle Kultur, bevoizugl: eine Mischkultar von Pilz^en, in d^ Weise 
heigestellt wird, dass diese in dem erfindungsgjemaBen Bioteaktor mit einem oder mehreren 
ZielsubstTaten in alien moglicben Koonobinaticuien mit anderen Substraten oder diesen allein allein 
zusammengjebracht wird und unter entsprechendem Selektionsdmck dnrdi gpedgaete WaU der 

10 Knl1iviening!sparametBr wie Feucbtegehalt (Wasseraktivitat), pH-Wert, Temperatur, 
Sauerstoffverfugbarkeit, Redoxpotential und NahFStof&usammensetzung etc. sowie dnich 

•spezifiscbe Ihduktlon durch das od^ die oben senannte(n) ZielsubsCrate und/oder Hemmimg mit 
q>ezieUen Henunstoffen nach einer gegebenen Kulturdauer ein definierte% auf das oder die 
Zielsubstiaf](e) tun qptimirates QizcyrngBmbdi tmd/oder ein Metabolitgemisdi pioduziert, weldies in 
15 einem nacfaf<dg!endem Pcoziess zum Abban des oder der Zielsdbstrate kontinidbrlidi eingjssetzt wird. 
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